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略語
　　本論文中で主に用いる略語を、まとめて以下に示した。
ACh　　　　　　　　　　　　；　Acetylcholine　chloride
ADMA　　　　　　　　　；Asymmetrica｜NG，NG－dimethyl－L－arginine
BSA　　　　　；Bovine　serum　albumin　fraction　V
Bmax　　　　　　　　；Maximum　binding，最大結合量
8－bromo－cGMP　　　　；8－Bromo－cyclic　3’：5’guanosine　monophosphoric　acid
BQ－123　　　　　　　　；Cyclo（D－Sal－L－Pro－D－Val－L－Leu－D－Trp－）
carboxy－PTIO　　　　　；2－（4－Carboxyphenyl）－4，4，5，5－tetramethylimidazoline－1－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　oxy－3－oxide
CCh　　　　　　　　　　；Carbamylcholine　chloride
cAMP　　　　　　　　　　；Cyclic　3’：5’adenosine　monophosphoric　acid
cGMP　　　　　　　　　；Cyclic　3’：5’guanosine　monophosphoric　acid
DMSO　　　　　　　　　；　Dimethylsulphoxide
DNA　　　　　　　　　　　　；　Deoxyribonucleic　acid
EDR　　　　　　　　　　；Endothelium－dependent　relaxation
EDRF　　　　　　　；内皮細胞由来血管拡張因子（Endothelium－derived
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　relaxing　　faCtOr）
EDTA　　　　　　　　　；Ethylenediaminetetraacetic　acid
EGTA　　　　　　　　　　；　Ethyleneglycol　bistetraacetic　acid
ET　　　　　　　　　　　　　；　Endothelin
ETA　　　　　　　　；Endothelin受容体サブタイプA
ETB　　　　　　　　；Endothelin受容体サブタイプB
ET－1【Biotin－Lysg】　　　　；　ET－1　biotinylated　at　lysine－9　side　chain
HPLC　　　　　　　　　　；High　performance　liquid　chromatography
旧MX　　　　　　　　　　；3－lsobutyl－1－methylxanthine
lM　　　　　　　　　　　；　lndomethacin
lRL1620　　　　　　　　　；　Suc－IGIug，　Ala11’151－Endothelin－1（8－21）
Kd　　　　　　　　　；Dissociation　constant，解離定数
LNA　　　　　　　　　　　　；　NG－nitro－L－arginine
L－NMMA　　　　　　　　；NG－monomethyl－L－arginine
1
MB　　　　　　　　　　；Methylene　blue
NA　　　　　　　　　　　　　；　（一）－Noradrenaline　bitartrate
NADPH　　　　　　　；Nicotinamide　adenine　dinucleotide　phosphateの還元型
NTG　　　　　　　　　　　　l　Nitroglycerin
NO　　　　　　　　　；一酸化窒素（Nitric　oxide）
NOS　　　　　　　　；一酸化窒素合成酵素（NO　synthase）
PBS　　　　　　　　　　　　l　Phosphate　buffered　saline
PCNA　　　　　　　；増殖細胞核抗原（proliferating　cell　nuclear　antigen）
PDGF　　　　　　　　　　；　Platelet　derived　growth　factor
POAG　　　　　　　　　；Prima「y　oPen－angle　glaucoma
PGI2　　　　　　　　　　　；　Prostaglandin　l2
Ro46－2005　　　　　　　　；　4－Tert－butyl－N－16－（2－hyd　roxyethoxy）－5－（3－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　methoxyphenoxy）－4－pyrimidinyl】－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　benzenesulphoneamide
SDMA　　　　　　　　　；Symmetrical　NG，N’G－dimethyl－L－arginine
SNP　　　　　　　　　；Sodium　nitroprusside
SOD　　　　　　　　　　；Superoxide　dismutase
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緒言
　　1980年にFurchgottら［1］によって内皮由来弛緩因子（EDRF）として発見され、
その後化学的本体として同定［2，3，4］された一酸化窒素（NO）は、血管弛緩作用のみな
らず、血小板凝集抑制作用［5］や血管平滑筋細胞増殖抑制作用［6］など、様々な生理作
用を有している。NOは、　Fig．1．に示すように、　NO合成酵素（NOS）によりL－
arginineのguanidide基が酸化されて、L－citru．11irleへ変換されるときに同時に生成
される［7］。この反応には、NOSの他に、酸素とNADPH、補酵素としてca㎞odulin，
flavinおよびtetrahydrobiopterinを必要とする［8］。最近、　NG－monomethy1－L－
arginine（L－NMMA）や　asyrnme　trical　NG，NG－dime　thyl－L－arginine（ADMA）が
NOSに対する内因性阻害物質としてNO生合成の調節にかかわることが明らかにさ
れっつある［9－11］。
　　NH　　　　　　　　　　Nos　　　　　　　　　　　　　　　NH
　　　　　　　　　＿＿＿＿＿＿＿＿一一一一一夕＞　　NO　　＋
　　　　　　　　　　　　NADPH
　　　　　　　　　　　　Calmodulin
　　　　　　　　　　　　O2
NH2　　　COOH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NH2　　　COOH
L－Arginine　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L－Citruline
Fig．1．Pathway　of　NO　biosynthesis
　NOは、強い血管拡張作用を有するので、循環器系分野での研究が先行していたが、
中枢神経系、末梢神経系ならびに免疫系の機能調節にも関わることが次第に明らか
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になり、生理機能調節因子としてますますその重要性が高まっている。一方で、NO
と病態との関わりにっいても、近年研究が進み、高血圧モデル動物［12，13］、脳血管
攣縮モデル［14］、内膜肥厚モデル［5，15］などの循環器系疾患モデルにおける役割の重
要性が指摘されている。また、エンドトキシンショック［16］、消化性潰瘍［17］、関節
炎［18］など多領域に亘る疾患との関連性を示す報告もある。NO生合成は内因性
NOS阻害物質により調節されている可能性が示唆［9］されているが、内因性NOS阻
害物質と疾患との関連性を明らかにした報告は少ない。そこで著者は、この点を明
らかにするために本研究を行った。
　著者が所属する研究グループでは、ウサギの内膜肥厚モデルを用いて、内皮細胞
からのNO産生・遊離の低下が肥厚性血管病変を惹起する一因であることをすでに
報告している［15］。NOは、肥厚性血管病変の発症・伸展過程において防御的な役割
を担っていると考えられ、さらにendothelin－1（ET－1）産生を抑制的に調節している
ことから、肥厚性血管病変におけるNO産生・遊離能の低下の原因を解明すること
は重要である。そこで、第1章及び第2章において、ウサギ内膜肥厚モデルを用い、
肥厚性血管病変の発症・伸展における内因性NOS阻害物質およびm－1ならびにそ
の受容体の役割について検討した。第3章および第4章では、毛様体筋の緊張調節
におけるNOおよび内因性NOS阻害物質の関与、また第5章では、実験的腎不全
モデルにおける血圧上昇と内因性NOS阻害物質の関与について検討した。
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第1章　肥厚性血管病変の発症、進展における内因性NOS阻害物質の役割
第1節　序論
　Rossら［19］によるrResponse　to　Injury　Hypothesis」　（反応障害仮説）が動
脈硬化症の発症・進展を説明する仮説として、現在広く受け入れられている。すなわ
ち、種々の要因によって内皮細胞機能が障害されると、その部位に血小板が粘着・凝
集し、血小板由来増殖因子（PDGF）などが放出される。その結果、平滑筋細胞の遊
走、増殖が惹起され肥厚性病変に至るというものである。この仮説に基づいて、人為
的に内皮細胞を剥離することによって内膜肥厚を惹起する動物モデルが盛んに用い
られている。肥厚性血管病変は、動脈硬化症の初期病変と考えられており、Niimiら
［15］による、ウサギ頸動脈内膜肥厚モデルを用いた検討では、EDRF／NOの産生・遊
離能と内膜肥厚の程度とは、有意な逆相関を示すと報告されている。NOは、血管平
滑筋を弛緩させるばかりでなく、血小板凝集抑制［5］、平滑筋細胞増殖抑制［6］作用を
有し、さらに、強力なmitogenとして内膜肥厚の発症・進展に関与するロー1産生
を抑制する［20］ことも知られている。従って、内皮剥離後の内膜肥厚は、再生内皮細
胞におけるNOの産生・遊離能の低下の結果惹起されること、また、　NOは、肥厚性
血管病変において防御的役割を担っている可能性が考えられる。しかし、内皮細胞剥
離術後の再生内皮細胞におけるNOの産生・遊離能低下機序は不明である。
　最近、VaUance　ら［9］は　NG－monomethyl－L－arginine　（L－NMMA）や
asymme　trical　NG，NG－dimethy1－L－argmine（ADMA）がNO生合成に対する内因性
阻害物質として機能している可能性について報告した。そこで、肥厚性血管病変の発
症、進展における内因性NOS阻害物質の役割を明らかにする目的で、再生内皮細胞
中の内因性NOS阻害物質の測定法を確立するとともにその含量を測定し、内膜肥厚
との関連性の有無について検討した。
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第2節　再生内皮細胞における内因性NOS阻害物質と肥厚性血管病変
1－2－1実験材料および方法
1）実験動物
　8週令の日本白色在来種雄性ウサギを購入し、2週間の予備飼育後、実験に使用し
た。実験期間中、室温21±3℃、湿度50±20％、水道水と普通飼料（RC－4オリエン
タル酵母）は自由摂取のもとに飼育した。
2）使用薬物と薬液の調製
　（一）－NoradrenaHne　bitartrate　（NA，　Sigrna），　ace　tylcholme　chloHde　（ACh，
Ovisot　for　hUection，第一製薬），　bovine　serum　albumin　fraction　V（BSA），　L－
arginine，　NG－monome　thy1－L－arginine　（レNMMA），　asymmetrical　NG，NG－
dime　t　hyl－L－arginine　（ADMA），　symme　t　rical　NG，N’G－d㎞ethyl－L－arginine
（SDMA），（Sigma）、　ほう酸（アミノ酸自動分析用），β一mercaptoethanol，　Br∬－35，
orthophthalaldehyde，　lithiurn　hydroxide（アミノ酸自動分析用），　lithium　citrate
（アミノ酸自動分析用），paraphenylenediamine　dihydrochloride，
trichloroacetic　acid　（TCA：和光純薬）。すべての薬物は、蒸留水に用時溶解して
使用した。　L－arginine，　L－NMMA，　ADMAおよびSDMAの構造をFig．1－1．に示
す。
3）血管内膜肥厚モデルの作成
10週令の日本白色在来種雄性ウサギをsodium　pentobarbit訓25㎎／㎏，　i．v．で
麻酔し、右総頚動脈を露出した。外頸および内頸動脈分岐部付近の血管壁を
microscissorsで切開した後、動脈塞栓除去用バルーンカテーテル（12－40－
3F／40cm／3F，　American　Edwards　Laboratories）を心臓方向に向けて挿入した。
バルーンには0．15m1の空気を注入し、右総頚動脈全長にわたって血管内腔表面を1
回擦過し内皮細胞を剥離した。バルーンカテーテル除去後、血管壁切開部を10－0ナ
イロン縫合糸を用い、実体顕微鏡下で血管狭窄を最小にするように細心の注意を払い
縫合し、血流を再開した。なお、左総頚動脈には偽手術を施し、対照とした。
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Fig．1－1．　Chemical　structures　of　L－arginine，　L－NMMA，　ADMA　and　SDMA．
4）血管壁の光学顕微鏡による観察
　内皮細胞剥離術施行6週間後に左右総頚動脈を摘出し、それらの一部を10％中性
formalin溶液で固定し、　ethanolで脱水後paraffin包埋した。薄切切片を作成し、
hematoxylin－eosin染色またはElastica－Van　Gieson染色を施した。内膜と中膜の
面積は画像処理装置（Quadra950，　Macintosh，　and　Image　Scanner，　Hewlett
Packard）で計測し、内膜肥厚の程度は、内膜（M）と中膜（1）の面積の和に対す
る内膜面積の割合［｛1／（1＋M）｝×100］（％）で表した。
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5）走査型電子顕微鏡による内皮細胞の観察
　内皮細胞剥離術施行6週間後に左右の総頚動脈を摘出し、transverse標本を作成
し、2％glutaraldehyde－PBSで4℃、24時間固定した。その後、1％osmium
tetroxide－PBSで4℃、2時間固定し、　ethanolっいでisoamyl　acetateで脱水し、
臨界点乾燥した。得られた試料を金蒸着し、走査型電子顕微鏡（ESM－3200，　EliorUx）
を用いて内皮細胞の形態と分布を観察した。
6）組織化学的検索
　新生内膜内腔表面で増殖している細胞種を確認するために、内皮細胞剥離術施行6
週間後の左右総頚動脈のparaffin切片を作成し、抗ヒトvon　Willebrand　Factor
抗体（Dako）を用いてstreptavidin－biotin染色を行った。
7）摘出血管標本におけるACh誘発内皮依存性弛緩反応（EDR）の測定
　内皮細胞剥離術施行6週間後に、左右の総頚動脈を摘出し、氷冷Krebs溶液
（115mM　NaC1、4．7mM　KCI、1．2mM　MgCl2・7H20、2．5mM　CaCl2・2H20、1．2mM
KH2PO4、25mM　NaHCO3、および10mM　glucose）中で、血管に付着している脂肪
や結合組織を除去した。幅約2mmのtransverse標本を作成し、95％02＋5％CO2の
通気下で、37±0．5℃，5mlのKrebs溶液を満たしたマグヌスニ重管内に0．5gの初期
張力を負荷して懸垂した。生じる等尺性張力変化を、張力トランスデューサー
（TB－612T、日本光電）と増幅器（AP－620G、日本光電）を介してレコーダー（R－61、
理科電気）に記録した。10－6M　NA誘発収縮下にAChによって惹起される弛緩反応
を観察した。また、ACh誘発EDRに対するL－NMMA，　ADMAおよびSDMAの影
響を観察する場合は、NA添加20分前にこれらの薬物を前処置した。　ACh誘発EDR
の程度を表すために、10－6M　NA誘発収縮に対する百分率またはED50（最大反応の
50％の反応を惹起する濃度）を、対数濃度一反応曲線から求めた。
8）内皮細胞中のL－arginine，　L－NMMA，　ADMAおよびSDMA含量の測定法
　L－arginine，　L－NMMA，　ADMAおよびSDMAは、　ViUanuevaらの方法［21］を一
部改変し測定した。すなわち、sdvent　select　system（LV－980－03，　JASCO）、2台
のHPLCポンプ（PU－980，　JASCO）、autosampler（AS－950，　JASCO）、column　oven
8
（CO－960，　JASCO）、蛍光検出器（FP－920，　JASCO）およびintegrat　or（807－IT，
JASCO）を備えた自動分析装置（HPLC）を用いた。内皮細胞剥離術施行6週後の肥
厚血管内腔表面に分布する再生内皮細胞と偽手術を施行した対照血管内腔表面に分
布する内皮細胞をそれぞれ氷冷5mM　HEPES緩衝液（pH　7．4）中でミクロスパーテル
を用いて注意深く掻き集めた。このようにして得た細胞懸濁液を超音波発生装置
（Sonifire250，　Branson）を用いて、20W，15秒間処理した後、　TCAを最終濃度が5％
になるように加えた。氷冷後、1，300xg、10分間遠心して得た上清のうち100μ1
を自動分析装置に適用した。溶出は、Table　1－1．に示す条件で行った。
Table　1－1．　Composition　and　condition　of　eluting　buffers
Buffer　　Lithium　citrate（N）　　　　pH　　　EIution　time（min）
1　　　　　　　　　0．1　　　　　　　　　　　6．06　　　　　　　　8
2　　　　　　　　　0．6　　　　　　　　　　　6．85　　　　　　　　8
3　　　　　　　　　　1．1　　　　　　　　　　　7．00　　　　　　　　25
4　　　　　　　　　1．4　　　　　　　　　　　7．05　　　　　　　　70
　溶出緩衝液は、脱イオン蒸留水を用いて用時調製し、フィルター（Type　HA，
0．45　　μmpore　size，　M田ipore　Waters）を介して濾過した。溶出緩衝液の流速は
0．55ml／minとし、0．4Mほう酸緩衝液、12mMβ一mercaptoethano1、0．06％
B㎏一35および0．5㎎／ml　o輪pht鍋dehydeを含む発色溶液の流速｝ま
0．33ml／minとした。また、カラムの温度は60℃とし、逆圧28㎏／cm2において分
析した。分析終了後のカラムの再生は、0．6M　Hthium　hydroxide溶液を15分間流
した後、溶出緩衝液No．1（0．1Nlithium　citrate，　pH　6．06，　Table　1－1）を60分間流
してカラムを平衡化し、次の分析を行った。内部標準物質としては
paraphenylenediamineを使用した。内部標準物質の蛍光強度に対する各標準物質
の蛍光強度の割合（X）と各標準物質の濃度（Y）との間には以下に示す関係式が成立し、
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これらの関係式に基づいて濃度を算出した。
　　　　　　　L－arginine　；Y＝59．38X－0．515（r＝0．9995）
　　　　　　　レNMMA　　；Y＝28．45X－0．427（r＝0．9996）
　　　　　　　ADMA　　　；Yニ71．26X－0．437（r＝0．9995）
　　　　　　　SDMA　　　；Y＝71．65X－0．233（r＝0．9998）
9）DNAの定量
　DNAの定量は、　Kissane＆Robinsらの方法［22］に準じて行い、タンパク定量は、
Lowry法［23］により行った。
10）統計解析
　すべてのデータは、平均値±標準誤差で示した。統計的解析は、二元配置分散分析
を行い、特に記述のないものは、危険率が0．05以下を統計的に有意と判定した。
1－2－2結果
1）肥厚血管の形態学的観察
　偽手術を施行した左総頚動脈（対照血管）には、内膜肥厚などの形態学的な変化は
全く認められなかった。一方、内皮細胞剥離術施行6週後の右総頚動脈では平滑筋と
結合組織の増生からなる内膜肥厚が顕著であった。抗von　WHIebrand　Factor抗体
を用いた免疫組織化学的検討の結果、内腔表面には陽性細胞が認められたが、新生内
膜では、陰性であった。従って、内腔表面で増殖しているのは内皮細胞であり、新生
内膜で増殖しているのは内皮以外の細胞、すなわち平滑筋細胞であることが推察され
た。
　走査型電子顕微鏡による検討の結果、偽手術を施行した左総頚動脈内腔表面に分布
する内皮細胞は、血流方向に規則正しく敷石状に配列していたが、内皮細胞剥離術施
行6週後の右総頚動脈内腔表面に分布する再生内皮細胞は、不規則で多方向に配列し、
対照血管のそれとは明らかに異なっていた。内皮細胞の再生は内皮細胞剥離術施行
24時間後から観察され、6週後には完了し、剥離面全面が再生内皮細胞によって完
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全に覆われることがすでに確認されている［24］。内皮細胞剥離術施行6週後の肥厚血
管における再生内皮細胞の分布密度は、9，540±317cells／mm2（n－5）であり、対照血
管のそれ（6，493±248cells／mm2，　n＝5）よりも有意に増加していた（P＜0．005）。また、
肥厚の程度｛（1／1＋M）×100，％｝は、内皮剥離血管では38．7±8．2％（n－5）であり、対
照血管のそれ　（4．8±0．6％，n＝5）よりも明らかに増大していた（p＜0．005）。
2）対照血管および肥厚血管標本での内皮依存性弛緩反応（EDR）
　肥厚血管ならびに対照血管標本におけるACh誘発EDRを比較した。その結果、
肥厚血管における最大弛緩反応（Emax）と一logED50は、それぞれ18．9±2．6％（n＝5）
と5．78±0．09（n－5）であり、対照血管のそれら｛72．4±7．8％（n＝5）と
7．38±0．07（n－5）｝よりも有意に低値を示した（p＜0．005）。すなわち、肥厚血管におけ
るACh誘発EDRは対照血管でのそれに比較して著しく減弱していた。
3）内皮細胞中L－arginine，　L－NMMA，　ADMAおよびSDMA含量の測定
　それぞれ200pMのL－arginine，　L－NMMA，　ADMAおよびSDMAと11nmo1の内
部標準物質（paraphenylenediamine）からなる標準溶液を前述の自動分析装置に適
用すると、Fig．1－2．に示すように良好な分離パターンを得た。また、再生内皮細
胞抽出液についても同様に良好な分離パターンを得、それぞれのピークの溶出時間は
L－arginine，　L－NMMAおよびADMAの標準物質の溶出時間と一致し、再生内皮細胞
中にはL－arginine以外にL－NMMAおよびADMAが存在するがSDMAは検出限界
以下であった。
Table　1－2．に示すように、再生内皮細胞中のL－NMMAとADMAの含量
（pmole／㎎DNA）は、対照内皮細胞でのそれらよりも有意に増力日していた
（P＜0．05、P＜0．01）。一方、　L－arginine含量は、再生内皮細胞において有意に低下し
ていた（p＜0．005）。
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Fig．1－2．　Chromatographic　analyses　of　a　standard　mixture　of　L－arginine　and　its
methylated　derivatives（a）and　crude　extract　of　regenerated　endothelial　cells（b）．
Rθleη施ηガme（得ηls　g’veηas　meaη±s．　e．meaηof6defe〃η∫ηa〃oηs　oηamlxωre
coη拍∫η∫ηg　200ρmol　of　eac力　or治e　au胡eηがc　comρoμηds　6aノ．7b故∫or　6
defe〃η∫ηaf’oηs　わr　fわe　crude　θxπaぴ　or　Iわe　coη故）∫　φ＝3／　aηd　regeηe順fed
eηdo治e”a∫ce〃s仰＝3ノレγe尼avαaged‘旬、　Paraρわeηyleηed∫am∫ηe　r7　fηmoOwas
usθd　as　aη∫ηfema’sねηdaκ1θSノ．丁力θcoωmηaηd肋e　e’μ〃oηρπ）9πam1ηθ
emρ’oyed　ga∨e　a　good　o　vera〃re50∫ぱ∫oη．
a　ρeak　　comρOUηd　　　　　Rπm∫ηノ　　　b　　　ρeak　　　　　月πη1’η戊
1　　　　　　1S　　　　　　37．7±0．12（6）　　　　　　1　　　　37．7±0．13（6）
2　　　　　L－arginine　　　　71．6±0．05（6）　　　　　　　　2　　　　　71．6±0．04（6）
3　　　L－NMMA　　　　80．1±0．04（6）　　　　　3　　　80．1±0．04（6）
4　　　　　ADMA　　　　82．3±0．04（6）　　　　　4　　　82．3±0．05（6）
5　　　　SDMA　　　　86．6±0．03（6）
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Table　1－2．　Comparison　of　L－arginine，　NG－monomethyl⊥－arginine（L－NMMA），
asymmetrical　NG，NG－dimethyl　arginine（ADMA）and　symmetrical　NG，N’G－dimethyl
arginine（SDMA）contents　in　the　endothelial　cells（ECs）
Cell　content　mol／m　DNA
n　　　L－Arginine　　　　　L－NMMA　　　　ADMA　　　SDMA
Control　ECs　　　　　3　　47，870±1，890　　　　　8．8±3．0　　　　7．0±1．9　　　　　－
Regenerated　ECs　3　　3t470±1，050＊＊＊　23．5±4．3＊　　21．3±2．0＊＊　　　一
月esu’fs　arθ9∫∨eηas　mθaη±se．meaη．　S但η’〃caηf　d’侮佗ηcθ題．　coηfro’af＊ρ＜α05，
＊＊ρ＜α07aηd＊＊＊ρ＜σ005　－：be’ow肋θassay”m’fafioηby　fわe　HPL　C　mθfわod
4）ACh誘発内皮依存性弛緩反応（EDR）に及ぼすL－NMMA，　ADMAおよびSDMA
標品の阻害作用
　対照血管でのACh誘発EDRに及ぼす、　L－NMMA，　ADMAならびにSDMA標品
の影響を検討した。その結果、Table　1－3．に示すように、　L－NMMAとADMAは、
本反応を濃度依存的に阻害したが、SDMAは、3×10－4Mという高濃度でも影響を及
ぼさなかった。
L－NMMAによるEmaxならびに一logED50値の低下は、　ADMAのそれを凌駕した。
また、3×10－4MにおけるL－NMMAまたはADMAのEDR阻害作用は、3×10－3　M
L－arginineの添加により消失したが、これに対して3×10｝3　M　D－argirdneは影響し
なかった。
　以上の結果から、3種類のarginine誘導体のうちL－NMMAとADMAがAC　h誘
発EDRを阻害し、その阻害作用は、　NOSの阻害に起因することが示唆された。
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Table　1－3．　　lnhibitory　activities　of　NG－monomethyl－L－arginine　（L－NMMA），
asymmetrical　NG，NG－dimethyl－L－arginine（ADMA）and　symmetrical　NG，N’G－dimethyl－
L－arginine（SDMA）on　the　acethylcholine（ACh）－induced　endothelium－dependent
relaxation（EDR）in　the　control　carotid　artery　strips．
ACh－induced　EDR
Treatment　Concentration（M）　　　　n　　　Emax（％）　　　　－log　ED50
　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　5　　　　　76．9±4．3　　　　　　7．44±0」3
　　　　　　　　　　　3×10’5　　　　　　　　　　　5　　　　　51．6±8．8＊　　　　　　7．05±0．04＊
L－NMMA　　　1×10’4　　　　　　　　5　　　40．7±5．1＊＊＊　　　7．00±0．01＊＊
　　　　　　　　　　　3×1σ4　　　　　　　　　　　5　　　　　34．3±2．4＊＊＊　　　　6．97±0．02＊＊
　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　5　　　　　79．3±3．7　　　　　　　7．45±0．13
　　　　　　　　　　　3×10’5　　　　　　　　　5　　　　68．2±5．1　　　　　7．22±0．07
ADMA　　　　　1×10’4　　　　　　　　　5　　　　58．9±7．3＊　　　　7．12±0．06＊
　　　　　　　　　　　3×10－4　　548．0±7．2＊＊＊6．98±0．01＊＊＊
　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　5　　　　　77．6±3．7　　　　　　　7．45±0．19
SDMA　　　　　3×10’4　　　　　　　　5　　　77．9±3．4　　　　　7．46±0．21
月已s傭are　g∫veηas　meaη±s．e．me肌As　a　resu∫f　ofA～OMわ〃owed　by　Sc力a侮’s
給stρ＜0．07わr　coηfro’vs．704　M　L－1VMMA　aηdρ＜0．005　fbr　conπo∫vs．3×704　M
L－1VMMA，ρく0．05わr　coηfro’vs．704　M　A　DMA　aηd　ρ＜0．005わr　coηfro’レs．3×704　M
ADMA．　S∫gn〃7caηf　d’施reηce　vs　coη〃℃［∫af＊ρ＜0．05，＊＊ρ＜0．07　aηd　＊＊＊ρ＜0・005，
resρecガve〃β加dθ耐’s　f」fesり．”711’bπoり／ραeηcy　was　e丙ρressed　as　Eカ1ax　of　ACカー
’ηdμced　EDIR　aηd　－’ogED500f　AC力’η批｝e　abseηce　orρreseηcθof　aぱカθηガc　L－
lVMMA，　A　DMA　aηd　SDMA．・一：IVo舵afmeηf　w1〃1　aufカθηf輌c　comρouηd．
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1－2－3考察
　Azumaら［5，15］は、肥厚血管においてACh誘発EDRが明らかに減弱しており、
再生内皮細胞でのEDRF／NO産生・遊離能の低下に起因することを示唆した。また、
再生内皮細胞の分布密度は、偽手術対照群のそれと比較して明らかに増加しており、
従って再生内皮細胞ユ個あたりのEDRF／NO産生・遊離能は著しく低下しているこ
とを報告している。これらのことは、本研究においても確認された。しかしながら、
その詳細な機序については不明であり、その機序を解明することは肥厚性血管病変の
発症、進展および防御機構を理解する上で重要である。
　本研究の結果、再生内皮細胞中には正常内皮細胞に比し、より高濃度のL－NMMA
とADMAが存在し、また、外来性に添加したL－NMMAならびにADMA標品は、
ACh誘発EDRを抑制すること、さらに、　ACh誘発EDRの抑制は、　NOSの基質で
あるL－arginineの添加により回復したが、　NOSの基質とはならないD－arginineに
はその効果が認められなかった。一方、内皮細胞にはNOSが局在する［25］ことが知
られているので、再生内皮細胞におけるEDRF／NOの産生・遊離能の低下の少なく
とも一部は、内皮細胞内において内因性NOS阻害物質としてのL－NMMAならびに
ADMAが蓄積することに起因する可能性が示唆された。さらに、再生内皮細胞中の
NOSの基質であるL－arginine含量は、対照内皮細胞と比べて有意に減少していた。
内皮細胞におけるL－arginine、　NMMA及びADMAは、内皮細胞膜に存在する共通
のトランスポーターにより細胞内に取り込まれている可能性が示唆されている［62］。
再生内皮細胞において、NMMA及びADMAの取り込み量が増加したため共通のト
ランスポーターを共有しているL－arginineの取り込み量が減少し、その結果NMMA
及びADMAの含量増加及びL－arginineの含量減少を引き起こした可能性が考えら
れる。本研究において、L－arginine含量に対するL－NMMAとADMA含量の割合は、
再生内皮細胞において小さかった。この割合が内皮細胞におけるEDRF／NOの産
生・遊離能を規定していると考えられているので［9］、今回示した内因性NOS阻害物
質が正常内皮細胞においてNOS活性を調節しているのか否か、さらに再生内皮細胞
中における内因性NOS阻害物質含量の増加により、　NOS活性がさらに抑制されて
いるのかについては、さらに詳細な検討を要する。
　EDRF／NOは、血小板凝集抑制作用［5］や血管平滑筋細胞に対する増殖抑制作用［6］
を有し、さらに、強力なmitogenである瑚「－1産生を抑制的に調節していると考え
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られている［20］ことから、肥厚性血管病変においてEDRF／NOは、防御的役割を担
っていることが推察される。一方、Niimiら［15］およびAzurnaら［26］は、内膜肥厚モ
デルウサギでは、EDRF／NOの産生が減弱するとともに血管壁中ET－1含量が増加し
ていることを報告している。これらのことを考え合わせると、再生内皮細胞における
内因性NOS阻害物質の含量増加は、　EDRF／NOの産生・遊離量を減弱させ、かつ
Er－1産生を元進して肥厚性血管病変の発症、進展を加速している可能性が考えられ
た。
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第2章　肥厚性血管病変の発症、進展におけるendothelin－1（ET－1）の役割
第1節　序論
　Endothelin－1（ET－1）は、これまで発見された血管収縮物質の中で最も強力な血
管収縮ペプチドである［27］。哺乳動物の組織には、Er－1以外に2種類のアイソペプ
チドであるEr－2とEr－3が存在することが知られている［27］。3種類のロファミ
リーペプチドは、21個のアミノ酸から構成され、分子内に2っのジスルフィド結合
を有する。
　Er－1は動脈硬化症を含む多くの疾患に関与している可能性が示唆されており、動
脈硬化症患者では、血漿中Er－1濃度が増加していると報告されている［28，29］。こ
の血漿中肛一1濃度の増加は、内皮傷害、shear　stressの増加、　EDRF／NOの産生・
遊離能の低下、虚血および高脂血症などに反応して、血管壁でのET－1産生が元進し
た結果であろうと考えられている。Er－1は、培養血管平滑筋細胞のDNA合成を濃
度依存的に促進し、その作用は抗ET－1抗体により著しく抑制されることが知られて
いる［30］。近年、Azumaら［26］は、ウサギ内膜肥厚モデルにおいて、血管組織中の
Er－1含量が、内皮剥離後24－72時間で顕著に増加していることを報告している。こ
れらの結果から、血管壁でのET－1の局所濃度の増加が、肥厚性血管病変における血
管平滑筋細胞の増殖促進作用をもたらすと推測されているが、詳細はなお不明である。
　EF－1は細胞表面の特異的受容体に結合してその作用を発現する。皿受容体には、
3つのアイソペプチドに対する親和性の違いから少なくとも2種類の受容体サブタ
イプの存在が示唆され、1汀一3よりもET－1とET－2に高親和性のErA受容体サブタ
イプ［31］と3つのアイソペプチドに等しい親和性を有する肛B受容体サブタイプ［32］
のアミノ酸配列が既に明らかにされている。一般的に、Er－1作用のうち、血管平滑
筋の収縮や増殖促進作用は、ET－1が主として血管平滑筋に分布するロrA受容体サブ
タイプに結合して引き起こされ［33，34］、一方、血管平滑筋の弛緩作用は、主として
内皮細胞に分布するErB受容体サブタイプに結合して、　EDRF／NOやPGI2産生増加
を介して引き起こされると報告されている［35，36］。近年、Azumaら［26］はウサギ内
膜肥厚モデルにおいて、恥受容体選択的アンタゴニストであるBQ－123［34］を連続
投与しても内膜肥厚を抑制しないことを示し、肥厚性血管病変の発症、進展にはETA
受容体サブタイプは関与していないことを示唆している。しかしながら、肥厚性血管
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病変の発症、進展にどの受容体サブタイプが関与するかについての詳細は不明である。
　一方、NOはEr－1産生を抑制的に調節しており、内膜肥厚モデルの血管において
ET－1含量が増加していること、第1章で述べたように、ウサギ内膜肥厚モデルにお
いて内皮細胞からのNOの産生・遊離量が減少していること、さらにNOがET受容
体の発現を調節していると言う最近の報告［37］などを考えると、本モデルにおける
Er－1の増加に加え、　Er受容体サブタイプの局在性を検索することは、内膜肥厚の
発症、進展機構を明らかにする手がかりを与えるものと考え、本研究を行った。
第2節　血管内膜肥厚の発症、進展におけるET－1の役割
2－2－1　実験材料および方法
1）実験動物
　1－2－1－1）と同様である。
2）使用薬物と薬液の調製
　ErアンタゴニストのうちBQ－123［32］とRo46－2005［38］は帝国臓器製薬（株）
より提供された。その他の使用薬物を以下に示す。
Er－1（ヒト）（ペプチド研），bacitracin，　aprotinin，1eupeptin，　pepstatin　A，　bovine
serum　alb㎜in　fraction　V（BSA）、（Sigma）。1251－Er－1（Du　pont－New　England
Nucler），1251－IRL1620（Du　pont－New　England　Nucler）［24，25］，ロー1［Biotin－Lys9］
（Peninsula），　sodium　pentobarbita1（Nembutal、　Abbott　Laboratory）。　すべて
の薬物は、蒸留水またはPBS（136mM　NaCl，8．6mM　K2HPO4，1．5mM　KH2PO4）に
用時溶解して使用した。以上の薬物のうちEr－1，　IRL　1620，　BQ－123およびRo46－
2005の構造をFig．2－1に示す。
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　　　　　　　　　　　　　Ser
　　　　　　　　　　しeu　　　Ser
Er，1　Met　　Cy・S・・Cy・
　　　　　　　　Asp
　　　　　　　　　　Lys
　　　　　　　　　　　　　G虹CV・I　W．・・C・・…LeuA・pl・。・・。，巾
SucN
lRL1620 ㎞卸
1㎏
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OMe
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8・　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　＼ミ　　　NH　　／
R・46－2・・5　　1
　　　　　　　　　　　，B。’ノ。＼°
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　じン。～・・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TrP
BQ－123　　　　　　　　　　Leu　Asp
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Val　Pro
Fig．2－1．　Chemical　structures　of　ET－1，IRL1620，　BQ－123　and　Ro46－2005．
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3）血管内膜肥厚モデルの作成
　1－2－1に記述した方法を用いた。
4）血管壁の光学顕微鏡による観察
　1－2－1に記述した方法を用いた。
5）組織化学的検索
　Er受容体サブタイプの分布を解析するために、内皮細胞剥離術施行4週後の肥厚
血管をOCT　CompOund中に封入し、凍結した。凍結薄切装置　（Kryostat　1720，
Leiz）を用いて薄切切片を作成し、その薄切切片をシリコン処理スライドグラス上に
貼付した。3μg／㎡1eupeptin，2μg／ml　aprotmm、0．25㎎／ml　bacitracin，3μg／ml
pepstatin　Aを含むPBS溶液（pH7．2）中で1亦一1［Biotin－Lys9］と120分間反応させ
た。反応は各種薬物すなわち非標識ET－1または選択的ETAアンタゴニストBQ－123
または非選択的ErA，　EDアンタゴニストRo46－2005または選択的ErBアゴニスト
IRL1620を共存下または非共存下で行った。反応後、薄切切片をPBS溶液で洗浄後、
0．3％H202で10分間処理し、　horseradish　peroxidase標識streptavidinを10分間
反応させた。その後、薄切切片をPBS溶液で3回洗浄後、　diaminobenzydineを
5分間反応させ、蒸留水を加えて反応を停止し、hematoxylin染色を施した。すべて
の操作は室温で行った。結果は、＋＋＋　～　一　の記号を用いて半定量方式で示した。
なお、判定は、盲検法で異なる観察者が独立して行った。
6）粗膜画分の調製
総頸動脈内皮細胞剥離術施行4週後｝こsodium　pentbarbit創25㎎／㎏，Lv．で麻酔
し、右総頸動脈（肥厚血管）と左総頸動脈（対照血管）とを摘出した。付着している
脂肪や結合組織を除去した後、Krebs溶液に浸した綿球を用いて内腔表面に分布する
内皮細胞を除去した。このようにして得た血管標本を20mM　HEPES、
250mM　sucrose、5mM　EDTA、3mM　EGTA、3μg／ml　leupeptin、2μg／ml　aprotinin、
0．25㎎／ml　bacitracm，3μg／ml　pepstatm　Aを含む鯛液A（pH7．4）中でハサミを
用いて細切し、ポリトロン（Kinematica，　Luzerne，　Switzerland）を用い、最大回転数
で20秒間、4回ホモジナイズした。ホモジネートを4℃、1，200xgで20分間遠心
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し、その上清を4℃、80，000xgで60分間遠心した。得られた沈渣を緩衝液Aに懸
濁し、粗膜画分として一80℃に保存した。タンパク濃度は、ミクロBCAアッセイキ
ット（Pierce，　Rockford，　IL）を用いて測定した。
7）結合実験
　放射性標識リガンドとして1251－ET－1と125HRL1620を用いた。30mM　HEPES、
150mM　NaCI、5mM　MgCl2、0．5mg／ml　bacitracin、1㎎／血B品を含む緩衝液B
（pH7．0）200μ1中で粗膜画分蛋白として5μgと3．32－350pMの1251－Er－1または
2．53－302pM　125　HRL1620とを25℃で120分間振塗して反応させた。氷冷緩衝液
Bを3ml加えて反応を停止し、ガラス繊維ろ紙（Whatmann　GF／B）を介して濾過
し、ろ紙を3mlの緩衝液Bで2回洗浄した。ろ紙に捕集された放射活性をガンマー
カウン〔uto－G㎜a　800C，　Pack㏄d）を用いて測定した。特異的＝は、総
結合量から125nMの非標識ET－1存在下で得られる非特異的結合量を差し引いて算
出した。KdおよびBmaxはScatchard解析して算出した。また、1251－EF－1の特異
的結合に対する各種薬物の結合阻害作用の分析には、上記反応液中に各種薬物、すな
わち、非標識Er－1、　BQ－123、　Ro46－2005またはIRL1620存在下で同様に反応さ
せ、％特異的結合量を算出した。　50％結合阻害濃度（IC50）は、各薬物の濃度依存性結
合阻害曲線をlog－10git変換して得られた標準直線からコンピューター解析により算
出した。
8）統計解析
　すべてのデータは、1－2－1－10）と同様に処理し、解析した。
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2－2－2　結果
1）内膜肥厚の形成と内皮細胞の再生
　偽手術を施行した左総頸動脈（対照血管）には、内膜肥厚の形成等の形態的な変化
は全く認められなかった。一方、内皮細胞剥離術施行4週後の右総頸動脈は、平滑筋
細胞と結合組織の増生からなる顕著な内膜肥厚が観察された（Fig．2－2．）。左右総頚動
脈における1／M値はそれぞれ5．2±0．6％（n－6）および32．5±5．1％（n＝6）であった。
・ぷ堤ぶ　発　」ペー＿　　　　　　　・’＼’・　　’プ写
“一　’ヒ　　㍗ぽ　よ灘饗馨州⇔二壬鞘’”灘ぷバ　ら…　　　　‘　’○
b
Fig．2－2．　Light　microscopic　findings　of　rabbit　carotid　arteries．
A’ns力am－oρθ頂缶d’e斤camガd　a巾1γ，　noηoガceab’e　c力angθs　can　bθdθ拍cねd
↓HE　×200ノβ：Fbur　weeks　a泥er　eηdo治e’∫a’remova’，　a　ma欣ed’nガma’
力yρ創ρ’aS’a　reSμ∫加g痂Om　neW　aCCUmμ’a加ηOfρrO〃陪ra肋g　SmOO〃1　mUSde　Ce〃S
and　coηηecガv●1jssμe　can　bθobservedメ1ηrows’77d’ca在∋〃1’d（eηθd’nI∫ma　f　H．ε．　　×
20の．
22
2）血管壁における㎜一1受容体サブタイプの分布密度
　肥厚血管および対照血管におけるET受容体サブタイプの分布について検討するた
めに、内皮細胞をあらかじめ除去しておいた肥厚血管および対照血管から調製した粗
膜画分への1251－Er－1または選択的EFBアゴニストである125　HRLI620の結合実験
を行った。
　それぞれの膜画分に対する1251－ET－1の特異的結合は結合飽和性を示し、
Scatchard　plot解析の結果、その結合部位は単一であった。1251－IRL1620の特異的
結合も1251－ET－1と同様に結合飽和性を示し、その結合部位は単一であった。
Scatchard　plot解析により算出された1251一町一1および1251－IRL1620のKdをそ
れぞれの膜画分で比較すると、いずれも肥厚血管でやや高値を示したが、統計的に有
意ではなかった。1251－IRL1620のBmaxは、肥厚血管において有意に（p＜0．05）増
加していたが、1251－ET－1のBmaxについては、肥厚血管で高い傾向を示したものの
有意差は認められなかった。（Table　2－1．）。
Table　2－1．　1251－ET－1　and　1251－IRU　620　bindings　in　the　control　left　and　hyperplastic
right　carotid　arteries
1251－ET－1　　　　　　　　　　　　　　　　　1251－IRL1620
PreparatiOn　　　　　　　　n　　　　　Kd　　　　　　　Bmax　　　　　　　n　　　　　Kd　　　　　　Bmax
Control　left　　　　　　　　3　　　31．1±1．8　　1617．9±87．5　　　　3　　25．5±4．4　　72．2±14．8
　carotid　artery
Hyperplastic　right　　　　3　　　34．8±0．7　　2093．6±268．8　　　3　　28．9±9．1　154．7±21．1
　carotid　altery
レa∫UθSare　mean±S・e・meaη．κO　aηd　Bma、　are　exμθSSθd　aSρM　aηd
伽0’e〃η9ρrO伯∫η，　reSρθCガvθ’γ　EηdO〃1e〃a∫Cθ〃S　wθre　remO∨θd　bθ旋）re治e
membraηθ拍c〃oηwasρreρared．　1「hθmθmbraηeカac施ηs痂om　Iカe
COηカ0”θ斤aηd”7eわyρθ∫ρ’asf∫cr’g／1fcamガd　a巾ηeS　Wθrθ’ηαノbak∋d　w∫”7
e’9力f　d∫侮reηf　coηceη〃raガoηs　of　　125’－E7二7　↓　3．32－350．7　ρM　　／　or
725∫一∫RL　7620↓2．53－302．0ρMノ’ηduρ’∫ca↑e．　Sρec〃ic　b∫ηd∫ηg　was　deπηed
aSわ白’b∫ηd∫ηg　m∫ηUSη0ηSρθC∫∬C　b∫ηd∫ηg　meaSUred∫η治eρreSeηCe　Or
725　ηM　uη’abθ∫ed　E7二7．　　　　★　ρ＜0．05，　S’9η〃7caηf　d〃治rθηoθ　vs．
corresρoηd∫ηg　coηπ01
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　以上の結果から、内皮細胞剥離術施行4週後の肥厚血管では、総ET受容体、とく
にロB受容体サブタイプの分布密度の増加が顕著であった。
3）対照および肥厚血管粗膜画分への1251－ET－1特異的結合に対する各種薬物の阻害作
用
　対照および肥厚血管それぞれの粗膜画分における1251一ロー1特異的結合に対する非
標識I－L1，選択的ETAアンタゴニストBQ－123，選択的ETBアゴニストIRL1620
および非選択的ETA，口rBアンタゴニストRo46－2005の阻害作用を検討した。
100
0
　　　　　　Concentratlon　of　agents（－10g　M）
Fig．2－3．Comparison　of　the　inhibitory　effects　of　ET－1（●），　BQ－123（△），
Ro46－2005（○），　and　IRL1620（×）on　the　specific　bindirlg　of　1251－ET－1
between　the　control（dotted　line）arld　the　hyperplastic（solid　lme）carotid
arteries・Each　experiment　consisted　of　three　to　four　experiments．　Vertical
bars：s．e．mean．
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Fig．2－3．に示すように、　ET－1およびRo46－2005は、両粗膜画分への1251一ロー1特
異的結合を濃度依存的に阻害し、それぞれ、10－8Mと3×10－5Mで完全に阻害した。
一方、BQ－123も前述の如く濃度依存的に1251－Er－1の特異的結合を阻害したが、
3×10－7Mでその阻害作用は最大であり、部分的にしか阻害できなかった。　BQ－123
により阻害できなかった結合部位は、全結合部位の32．1±0．8％（n－4，対照血管）お
よび38．1±1．9％（n＝4，肥厚血管）であり両者の間には有意差が認められた
（p＜0．05）。また、IRL1620は、　L　6×10－9－1．0×10－6Mでは両粗膜画分への
1251－Er－1の特異的結合を濃度依存的に阻害したが、その程度は軽度であった。
5．0×10　6Mにおいてのみ、強い結合阻害作用を示した。
Table　2－2．　Comparison　of　the　putative　ET－1　receptordensities　between　the　control
and　the　hyperplastic　carotid　arteries
Receptors　　　　　　　　　　Control　artery（a）　　Hyperplastic　artery（b）　　（b）／（a）
1　　1251－ET－1　binding
（total　ET－1　receptors）　　　　1617．9±87．5　　　　　　2093．6±268．8　　　　　　　1．29
2　Displaced　with
BQ－123（ETA
　receptors）　　　　　　　　　　　　　　1093．7　　　　　　　　　　　　　1259．4　　　　　　　　　　1．15
　　　　　　　　　　　　　　　　　（67．6％of　totaり　　　　　　（61．9％of　total）
3　1251－IRL1620
　binding（ETB
　receptors）　　　　　　　　　　　　72．2±14．8　　　　　　　　154．7±2t1★　　　　　　2．14
41－2－3（non－
　ETA／non－ETB）　　　　　　　　　　　　452．0　　　　　　　　　　　　　979．5　　　　　　　　　1．50
ReSU∫給are　g’veηas　f　mo〃η9ρrofe∫η．
★ ρ＜0．05：S∫gη∫〃ca耐d∫所ereηce　vs．　coπesρond’ηg　coηfro1
7：7hθb∫ηd∫ηg　s’缶s　reco9η∫zθd　bピ25’E7二7　reρresθηf〃1eηumber　orわホa∫
E7二7　receρホors．　　2　：725∫E7二7　b’ηd’ng　s∫ねs　∫η力∫b’ねd　l〃肋　BQ－723
reρreseηfガ1eηumber　of　E7元recθρ10rs．3：725∫’月！L　7620　b’ηd’ηg　s∫↑es
reρrθseηf〃1e　number　or　E7b　rθcθρ80rs．　4：777θresu’給or　7　m∫ηus　2
m’ηus　3　reρresθηHわeηumbθr　orρぱafルeηoη一E7二〃70n一ε7b　receμors．
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　ET－1，BQ－123，　Ro46－2005およびIRL1620のKiは、対照血管の粗膜画分でそれ
ぞれ114．8±14．4pM，7．7±0．6　nM，169．4±11．5nMおよび1．9±0．2μM（n＝
3）であったのに対し、肥厚血管の粗膜画分では、それぞれ169．0±8．3pM，
17．3±2．7nM，233．3±7．8nMおよび2．5±0．2μM（n＝3）であり、各薬物の結合
阻害効果は、対照血管に比し、肥厚血管において弱かった。
　膜粗画分における1251－ET－1結合実験の結果から、肥厚血管でのETA受容体サブタ
イプの分布密度は対照血管でのそれの1．15倍であるのに対して、ErB受容体サブタ
イプの増加は顕著であり、2．14倍であった。一方、ETA受容体サブタイプにもETB受
容体サブタイプにも属さないnon一団rA／non－ErB受容体サブタイプがそれぞれの粗
膜分画に存在し、肥厚血管におけるnon－ETA／non－ETB受容体サブタイプの分布密
度は、対照血管のそれの1．50倍増加していた（Table　2－2．）。
4）肥厚血管におけるET受容体サブタイプの組織化学的検索
　内皮細胞剥離術後の内膜肥厚の発症、進展にはE汀A受容体サブタイプが関与しない
らしいこと［26］および対照血管および肥厚血管の粗膜画分を用いた1251－ET－1結合実
験の結果から、肥厚血管では、とくにErB受容体サブタイプならびにnon－
ErA／non－ETB受容体サブタイプが増加していることが示唆されたので、新生内膜に
どの受容体サブタイプが主に分布しているかを組織化学的に検索した。
　肥厚血管の薄切切片に0．01，0．1，1および5μMのロー1［Biotin－Lys　9］を反応さ
せ、結合したロー1［Biotin－Lys9］を染色した結果、　Table　2－3．に示すように
0．1－5μMでEr－1［Biotin－Lys9］の結合が検出でき、1μMで最も明瞭であったので、
以後の実験には1μMのET－1［Biotin－Lys9］を用いることにした。
　0．1および5μM非標識Er－1の共存によって、中膜および内膜へのロー1
［Biotin－Lys9］の結合が濃度依存的に抑制され、その抑制は5μMでほぼ完全であった
（Table　2－3．，　Fig．2－4　b）。したがって、　ET－1［Biotin－Lys9］の非特異的結合はほ
とんど無視できる量であることが示された。
　次に、選択的ErAアンタゴニストであるBQ－123を共存させると、50μMで中膜
へのEr－1［Biotin－Lys9］結合は完全に抑制され（Fig．2－4　c、　Table　2－3．）、中膜に
は主としてETλ受容体サブタイプが分布することが示唆された。
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a　　　　　　　　　　　　　b　　　　　　　　　　　　C
d　　　　　　　　　　　　　　e
Fig．2－4．　Histochemical　analysis　of　the　endothelin－1（E丁一1）【Biotin－Lysgl　binding
sites　in　the　hyperplas6c　carotid　arteries　with　or　without　addition　of　ET－1，BQ－123，
Ro46－2005，0r　IRL1620．　a：Localization　of　ET－1［Biotin－Lysgl（1μM）binding　sites
with　no　treatment．　The　ET－1【Biotin－Lysgl　binding　sites　were　detected　in　both　the
media　and　neointima　but　were　heterogenous；i．e．，　the　higher　signals　were
detectable　beneath　the　innermost　surface　of　neointima　including　endothelium．
b：Unlabeled　ET－1（5μM）completely　inhibited　the　bio加ylated　ET－1　binding，
indicating　that　nonspecific　binding　was　negligibIe．　C：At　20μM，　BQ－123　inhibited
the　ET－11Biotin－Lysηbinding　more　effectively　in　the　media　than　in　the　neointima．
d：ln　the　presence　of　50μM，　Ro46－2005，　the　biotinylated　ET－1　binding　was
completely　inhibited　in　both　the　media　and　the　neointima　e：IRL1620　at　1μM
inhibited　the　ET－1【Biotin－Lysgl　binding　more　ef「ectively　in　the　neointima　than　the
media．
　　選択的肌BアゴニストであるIRL1620を共存させると、1μMおよび3μMでは内
膜へのロー1［Biotin－Lys9］の結合がより選択的に抑制された（Fig．2－4　e）。10μMで
は中膜および内膜への結合はともに完全に抑制された（丁乞ble　2－3．）。　10μMという
高濃度のIRL1620はErA受容体サブタイプにも結合する可能性が考えられる
（Fig．2－3）。したがって、新生内膜には主としてETB受容体サブタイプが分布する
ことが示唆された。
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　非選択的ErA，　ErBアンタゴニストであるRo46－2005を共存させると、0．5μMお
よび5μMで中膜同様、内膜へのロー1［Biotin－Lys9］の結合が濃度依存的に抑制され
（Fig．2－4　d）、50μMでは中膜および内膜への結合はともに完全に抑制された
（Table　2－3．）。このことは、上記BQ－123およびIRL1620を用いて得た実験結果を
支持する。
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Table　2－3．　Histochemical　Iocalization　of　ET－1［Biotin－Lys9】binding　sites　in　the　hyperplastic　right　carotid　artery
　　　　　　　　　with　or　without　addition　of　ET－1，BQ－123，　Ro46－2005，0r　lRL1620
ET－1［BiOtin－LyS91（μM）a　　　ET’1（μM）b　　　BQ－123（μM）c　　　RO46－2005（μM）d　旧L1620（μM）e
Site　　　　O　O．01　0．1　　1　　5　　　0　　0．1　1　5　　0　　　10　　20　50　　0　　0．5　5　　50　　0　　　1　　3　　10
　　　　　　　Neointima　　－　　一　　＋　＋＋＋　＋＋　＋＋＋　＋＋　±　一　＋＋＋　＋＋＋　＋＋　＋＋　＋＋＋　＋＋　±　一　＋＋＋　±　　一　　一
田　　　　Media　　　　＿　　＿　　±　＋＋　　＋　　＋＋　　＋　±　＿　＋＋　　＋＋　±　　＿　　＋＋　　＋　±　　＿　　＋＋　＋＋　＋　　＿
Th’ηSeo肋nS　of肋e　hyρe1ρ’aS允η9わfCarOガd　aπ創γwereωゆy　a　Cり！OS抱faηd　1ηoubafed　af　rOOm　femρeraωreわr　720　m∫η
w∫〃1E7二7∫B∫ofiη一Lys『1　w’fわor　w∫肋ot／f　uη∫abe’ed　IEτ一7，　BQ－723，月b46－2005，0r∫RL　f　620　aηd　were∫Ur〃7er∫ηcレbafedわr　70
m∫ηafπ）om　femρe庖如re　w∫〃1　s伽eρ抱v7’d∫η∫abe’ed　w∫fわわαserad∫s力ρeπ）x∫dase．　E7二7∫B∫oガη一Lγsウb∫ηd∫ηg　s∫た∋s　were
observedμηder　a〃9∫？rm∫Cπ）scoρe　a滝er　read∫oηw’fh　d∫am∫ηobeηzyd∫ηe（DAβ）わr　5　m∫n　afπ）om　femρe陶fL∫re　aηd　sfa∫η∫η9
w肋力emaわ）（y伽．肪e∫ηk｝ηs∫砂of　DAB　reacガoηwas　deガηed　as治e／oca〃zaガoηor　Eアー7∫B∫o肋一Lγs『1　b∫ηd∫ηg　s∫fes↓一，
ηega∬ve　reac”oη；±，　weak’yρos∫fハ／e’＋，ρos従n／e：＋＋，　sカて）ηg∫yρos∫ffve：＋＋＋，　Merγsカioηg∫yρos’fn／e戊．　a　Asaresu’f　or”？∫s
e）60eηmeηf，7μルf　Eτ一7∫B∫o∬η一Lγsηレγas　es翻mafedわbe　aρρmρriafe．ノη〃1e　subsequeηf　e）ψθr∫meηお↓b一り，φe
COηceηfra施ηof　bjof∫ηy’afed　Eτ一7　wasガxed　af　7μM．
2－2－3　考察
　Azumaら［26］は、ウサギ内膜肥厚モデルにおいて、血管壁中のEr－1含量が、内
皮剥離後24－72時間で顕著に増加していることを報告している。さらに、
Trachtenbergら［39］およびDouglasら［40］は、ラット大動脈内皮剥離モデルにおい
て外因性に与えたET－1が内膜肥厚を増悪させたことを報告している。これらのこと
は内膜肥厚の形成過程に肛一1が関与することを強く示唆している。
　Er－1の多彩な生物活性は、　ET－1がその特異的レセプターに結合することによっ
て発揮される。一般的に、Er－1の作用のうち、血管平滑筋の収縮や増殖促進作用は、
ET寸が、主として血管平滑筋に分布する恥受容体サブタイプに結合して引き起こ
され［33，34］、一方、血管平滑筋の弛緩作用は、主として内皮細胞に分布するErB受
容体サブタイプに結合して、EDRF／NOやPGI2の産生増加を介して引き起こされる
と報告されている［35，36］。最近、Azumaら［26］は、　ErA受容体特異的アンタゴニス
トであるBQ－123が内膜肥厚を抑制しないことを示し、肥厚性血管病変の発症、進
展には肌’A受容体サブタイプは関与していないことを示唆している。
　恥以外のET受容体サブタイプが対照血管よりも肥厚血管に多く分布し、その受
容体サブタイプが内膜肥厚の発症、進展に関与している可能性が考えられた。そこで、
内皮細胞剥離術後の肥厚血管および対照血管におけるロ受容体サブタイプの分布に
ついて検討するために、肥厚血管および対照血管から調製した粗膜画分への
1251－Er－1と125HRL　1620の結合実験を行った。前者は、　ErAとErB両受容体サブ
タイプを、後者は、ErB受容体サブタイプをそれぞれ認識することが知られている
［41，42］。　両リガンドともBmaxが対照血管よりも肥厚血管で、それぞれ増加して
いたが、Kdには差は無かった。本検討で用いた血管の粗膜画分は、予め内皮を除去
してから調製したので、対照血管より肥厚血管で増加していた訂受容体サブタイプ
は、内皮細胞ではなく平滑筋細胞に分布していたものと考えられる。1251－Er－1の特
異的結合に対するBQ－123の結合阻害率からErA受容体サブタイプの分布密度を算
出すると、肥厚血管において1．15倍のわずかな増加であった。一方、mB受容体サ
ブタイプでは2．14倍、また圃rA受容体にもETB受容体にも属さないnon－
ETA／non－ETB受容体サブタイプでは、1．5倍それぞれ増加していた（Table　2－2．）。
肥厚血管におけるETレセプターサブタイプの増加率はETB＞non一肌ξ／non－ETB＞
ErAの順となり、内膜肥厚形成にはErB受容体およびnon－ETA／non－ErB受容体が
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より密接に関与している可能性が示唆された。組織化学的手法を用いて検討した結果、
ETλ受容体サブタイプは主に中膜平滑筋に、一一方、　ETB受容体サブタイプは新生内膜
にそれぞれ分布し、その局在する部位が異なっていた。non－ETA／non－ETB受容体
サブタイプについては特異的アンタゴニストがないので局在性は確認できなかった
が・内皮剥離術施行後の内膜肥厚の発症・伸展にはETB受容体やnon－ETA／non－ETB
受容体が関与している可能性が組織化学的にも示された。
　NOは、正常組織においてはET－1産生を抑制的に調節していると考えられている
［20］。第1章で述べたように内皮細胞からのNOの産生遊離量が減少しているウサギ
内膜肥厚モデルにおいては、肥厚血管中のET－1含量の増加が確認されている［26］。
一般的に肛一1含量が増加するとその特異的受容体は生体の代償機構としてdown－
regulateされると考えられるが、本研究結果では、肥厚血管における団rB受容体お
よびnon－ErA／non－ErB受容体サブタイプはいずれも増加していた。この原因につ
いては不明であるが、実際に受容体はdown－regulaionされているものの、肥厚性
病変による受容体の増加量の割合がdown－regulaionと比べて勝っていた結果、肥
厚血管におけるErB受容体およびnon一日rA／non－ErB受容体サブタイプがいずれ
も増加していたと考えられる。肥厚血管における瑚rB受容体およびnon一勘rA
／non一勘rB受容体サブタイプの増加が、　Er－1同様NOの産生・遊離量の減少に起因
しているという証拠はまだ見つかっていない。しかし、Redmond［37］らはラット血
管平滑筋培養細胞において、NOドナーの存在により、顕受容体サブタイプが増加
することを報告している。彼らは、ETB受容体サブタイプについては報告していない
が、恥受容体および1汀B受容体サブタイプの生理的役割が大きく異なっていること
を考えると、NOにより、団rA受容体サブタイプは増加的に、田rB受容体サブタイ
プは抑制的にその発現が調節されている可能性が考えられる。いずれにせよ、Er受
容体もET－1同様、　NOによりその発現量が調節されている可能性は高く、肥厚性病
変の発症、進展におけるNOおよびロネットワークをさらに詳細に検討する必要が
ある。
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第3章　毛様体筋におけるNOおよび内因性NOS阻害物質の役割
第1節　序論
　毛様体筋は、眼房水のダイナミクスや遠近調節を司っている重要な平滑筋組織であ
る。毛様体筋の収縮は、水晶体を支持している毛様小帯を弛緩させ、その結果、水晶
体は自己の弾性力により前後方向に厚さを増し、屈折力が増加するとともに、房水排
出抵抗を減少させる。逆に、毛様体筋の弛緩は、水晶体の厚みを減少させ、屈折力を
減少させるとともに、房水排出抵抗を増加させる［43］。このように、毛様体筋の収縮、
弛緩は、遠近調節および眼圧調節に重要な役割を果たしており、これらの現象には多
くの生理因子が関与していると考えられている［43，44］。近年、毛様体筋の弛緩にNO
が関与しているという報告［45］がなされた。NOは、第1章で述べたように、　L－
arginineを基質としてNO合成酵素（NOS）により産生され［10］、可溶性guanylate
cyclaseを活性化してcGMP産生を増加する結果、平滑筋の弛緩を誘発する［46］。
NOS活性は、内因性阻害物質であるL－NMMAおよびADMAにより阻害される。
NOSは、毛様体筋をはじめ多くの部位でその存在が確認されている［47－51］。近年
Vananceら［9］およびAzumaら［52］は、　L－NMMAおよびADMAが内因性NOS阻
害物質として機能している可能性を指摘している。これらの報告は、毛様体において
も内因性にNOS活性を調節する機構が備わっていることを示唆している。
　そこで、本研究では、毛様体筋における弛緩因子としてのNOの役割ならびに毛様
体筋中の内因性NOS阻害物質の存在について検討した。
第2節　NOおよび内因性NOS阻害物質による毛様体筋の緊張調節
3－2－1実験材料および方法
1）使用薬物と薬液の調製
　Methyle　ne　blue（MB），　carbamylcholine　chloride（carbachol，　CCh），　calcium
ionophOre　A23187，　L－argintne，　D－arginine，　s　odium　nitroprusside（SNP），
superoxide　dismutase　（SOD，　from　bovine　erythrocytes），　indomethacin，
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（Sigma）。2－（4－Carboxyphenyl）－4，4，5，5－t　e　t　r㎜e　t　hyhmidazoline－10xy－3－oxide
（carboxy－PTIO），　asyrnrne　t　rical－NG，　NG－dhne　t　hyl－L－arginme（ADMA），
symme　trical－NG，　NG－d㎞e　thy1－L－arginine（SDMA），　NG－monomethyl－L－
arginine（L－NMMA），　paraphenylenediamine　dmydrochloride（和光純薬）。
Orthophthalaldehydeはナカライテスク社製を用いた。　A23187および
indomethacinを除くすべての薬物は、蒸留水に用時溶解して使用した。　A23187は、
100％－d㎞ethylsulphoxide（以下DMSO）にまた、　indomethacinは50％DMSO
にそれぞれ10mMになるように溶解し、－20℃に凍結保存し、実験にはDMSOの最
終濃度が0．05％以下になるように調製した。
2）毛様体筋標本
　屠殺直後に摘出したウシ眼球を、速やかに氷冷Krebs液に浸し、摘出後3時間以
内に標本を作成し、実験に供した。顕微鏡下にマイクロ勇刀を用いて、摘出眼球の赤
道面を360度切開し、水晶体を慎重に除去した。さらに、チン小帯および前部硝子
体膜を毛様体から剥離し、毛様体の耳側において、標本の長軸が眼軸の前後方向にあ
る縦走標本を作成した。縦走標本の大きさは、毛様体の縦走標本の全長に近い長さ
6㎜×幅4㎜とした。ウシ毛様体筋の場合、縦走標本と標本の麟が赤道方向に
ある輪状標本とではその最大発生張力の大きさの比がおよそ3：1の割合で縦走標本
の方が大きいことが確認されており［53］、今回の実験では、発生張力の大きい縦走標
本を用いた。
3）摘出毛様体筋標本の弛緩能の測定
　摘出毛様体筋標本の弛緩能の測定はKamikawatokoら［54］の方法に準じて行った。
すなわち2）で作成した毛様体筋標本は、95％02＋5％CO2の通気下、37±0．5℃，5ml
のKrebs溶液を満たしたマグヌスニ重管内に0．4gの初期張力を負荷して懸垂した。
生じる等尺性張力変化を、張力トランスデューサー（TB－612T、日本光電）と増幅
器（AP－620G、日本光電）を介してレコーダー（R－61、理科電気）に記録した。10－5M
CCh誘発収縮下にA23187によって惹起される弛緩反応を観察した。また、各薬物
の前処置は、CCh添加20分前に行った。毛様体筋の弛緩反応の程度は、10－5　M　CCh
誘発収縮に対する百分率で表した。
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4）L－NMMA，　ADMAおよびSDMAの測定
　　1－2－1に述べた方法に準じた。ただし、毛様体筋のホモジネートは次のようにし
て得た。毛様体筋を5mM　HEPES緩衝液（pH7．4）中で細断し、30％濃度となるよう
に同緩衝液を加え、Polytron（Kinematica，　Luze　rn，　Switzerland）を用いて最大回
転数でホモジナイズした後、4℃，10，000xg，20分間遠心し、上清を得た。上清に
最終濃度が5％となるようにTCAを加え、その後1，300　x　g，10分間遠心して得た上
清を既述（1－2－1，8））のHPLC法により分析した。
5）毛様体筋中の水分含有量の測定
　毛様体筋中の水分含有量は、毛様体筋の湿重量と乾燥重量の差から求めた。
6）統計解析
　すべてのデータは、1－2－1－10）と同様に処理し、解析した。
3－2－2結果
1）毛様体筋中のL－NMMA，　ADMAおよびSDMA含有量の測定
　Table　3－1．に標準物質をHPLC分析したときの保持時間（RT）とウシ毛様体
筋サンプルをHPLC分析したときのRTを示した。　RTから、ウシ毛様体筋サンプル
中には、ADMAおよびSDMAが存在することが確認できた。　Table　3－2．には、ウ
シ毛様体筋サンプル中のADMAおよびSDMAの含有量を示した。　ADMAおよび
SDMA含有量はそれぞれ370．2±27．6　pmoles／g　wet　weightおよび
182．4±22．9pmoles／g　wet　weight　（いずれもn－5）であった。
34
Table　3－1．　　Chromatographic　analyses　of　a　standard　mixture　of　methylarginine
derivatives（a），　and　crude　extract　of　bovine　ciliary　muscles（b）．
（a）　　　　　　　　　　　　　　　（b）
Peak　Compound　　　RT（min）　　　　Peak　　　RT（min）
1　　　　1S　　　　　　　　34．9±0．14（5）　　　　　　1　　　　34．7±0．13（5）
2　　　L－NMMA　　　　78．1±0．06（5）
3　　　ADMA　　　　　80．3±0．06（5）　　　　　3　　　80．2±0．19（5）
4　　　SDMA　　　　　84．4±0．06（5）　　　　　4　　　84．3±0．25（5）
馳缶ηガ0ηガme　r月η∫S　g∫VeηaS　mea肚S．e．meanわr　deねm7’ηa施ηS　Oηa
m’x加rθcoη治’η∫ηg　200ρmo’θs　oデθac力of”1e　aμ”1eηガc　comρouηdsイaノ．
Dθk∋rm∫ηaガoηs　oη　〃7θ　crudθ　ex〃acf　of　boレ「∫ηe　c∫〃a1γ　musc∫es　werθ
釧／eragedμ）ノ．　　Pa個ρ力θηγ∫θηθd∫am’ηe　f　77ηmo∫es／was　used　as　aη
’η拍ma∫s白ηdard‘侶ノ．　1「he　co∫umηaηd加θθ’μガoηρmgrammθθmρ’oγed
gave　a　gOOd　Overa〃reSO∫山0η．　F口UreS’ηρareη治eSθS∫ηd∫Caね胡θηUmbθr
or　deferm’ηaf∫0ηS．
Table　3－2．　L－NMMA，　ADMA　and　SDMA　contents　in　the　bovine　ciliary　muscle
n　　　　Content（pmoles／gwet　weight）
L－NMMA　　　　5　　　　　　　　　　　n．d．
ADMA　　　　　5　　　　　　　　370．2±27．6
SDMA　　　　　5　　　　　　　　182．4±22．9
～G－MOηOme鋤一L－aダη∫ηe↓L－～MMAノ，　aSymme栢Ca’～G，～G－d’mθ胡y1－
L－a但∫η’ηe↓ADルM／aηd　symmθ加ca’〈戸，～’G－d’me蜘’－L－a但’η’ηe
rSDルMハ〃e佗deremηed　by　1イPLC　me肋od．月esu’給are　g’veηas
mθa肚S．θ．mθaη，η．d．＝ηOfdθ給Crab’e　fbe’Ow肋e　aSSay〃m∫白施ηby
1イPLC　mθ〃7αつ．
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　毛様体筋の湿重量と乾燥重量の差より求めた、平均水分含量は
0．792±0．006ml／g　wet　weight（n＝14）であった。この値をもとに計算した毛様
体筋中のADMAおよびSDMA濃度は（4．7±0．3）x10　7　Mおよび（2．3士0．3）x10　7M
（それぞれn＝5）であった。
2）A23187誘発毛様体筋の弛緩に対する各種薬物の影響
　カルシウムイオノフォアーA23187は、受容体非依存性で内皮依存性血管拡張作用
を惹起する［55にとが知られている。ウシ毛様体筋標本において、10－5M　CCh誘発
収縮下にA23187を添加すると、濃度依存性の弛緩反応が観察された。10－6MA23187
誘発弛緩反応に及ぼす各種薬物の影響について検討し、その結果をTable　3－3．に
示した。
Table　　3－3．　　Effects　of　agents　on　the　A23187－induced　relaxation　in　the　bovine
ciliary　muscles
Treatment　　　　　Concentration　　　　　　n　　　Relaxation（％）
616．8±1．OCarboxy－PTIO　　　　3　x　104　M　　　　　　6　　　　2．4±0．6★★★
Methylene　blue　　　lx10’5　M　　　　　　6　　　　3．2±0．7★★★
SOD　　　　　　　　　　50　U　mr1　　　　　　　6　　　　23．7±1．4★★
ADMA　　　　　　　　　lx104M　　　　　　　　6　　　　　5．3±0．7★★★
L－Arginine　　　　　3x103　M　　　　　　6　　　　26．0±1．9★★★
L－Arginine　　　　　3x103　M
　　＋　　　　　　　　　　　　　　　＋　　　　　　　　　　　　　6　　　　　　14．7±1．1
ADMA　　　　　　　　　lx10’4　M
D－Arginine　　　　　3x1σ3　M
　　＋　　　　　　　　　　　　　　　＋　　　　　　　　　　　　　6　　　　　　　4．0±0．2★★★
ADMA　　　　　　　　　lx10’4M
SDMA　　　　　　　　　3　x　10’4M　　　　　　　　6　　　　　16．2±0．6
　飽1axaガoη　wasρmdL∫cθdわγaηaρρ〃caガoη　o∫706ル7　A23787　k）fわe
boviηe　c〃’a1γmUSC’e　s舘輌ρS　l肋’Cわhad　beeηCOηカacねd　w肋　7σ5M
caめac力o孔　SOD　was　added　dL∫r’ηg　the　re’axa百on　caused　by　A23787
ADMI4，　SDM4　ca施oW－PηO　or　m創力y’eηe　b∫ue　was　added　20m∫ηρriorわ
ca施achoA　L－or　D－A但’η’ηθ　was　added　70　m’ηρ〃or　fo　ADMA．
月θ1axaガoη1〃asθxρ者θssθd　as　aρθroθη抱9θrθノaガ放∋わ　70’5〃oa1わacわo∫一
∫ηduced　coη拍c∬oη，★★and★★★，　S’9η’ガcaηf　d’施reηce　vs．　coηカo’af
ρ＜0．07aηdρ＜0．005，　resρeαルe〃．
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10－5M　MB（guanylate　cyclase阻害剤）および3x10－4M　carboxy－PTIO（NO
scavenger）は、　A23187誘発毛様体筋の弛緩を有意に抑制した。これに対して
3x10－3M　L－arginine（NOSの基質）　および50　U／ml　SOD（活性酸素の不均化酵
素）は、毛様体筋の弛緩反応を有意に増強した。なお、Table　3－3．には示してい
ないが、10－5M　indome　t　hacin（cyclooxyge　r〕ase阻害剤）は、　A23187誘発弛緩反
応に何ら影響しなかった。ADMAは、3xユ0　6－3x10－4Mの範囲で毛様体筋の弛緩
を濃度依存的に抑制した（Fig．3－1．）。これに対してSDMAは、影響しなかっ
た（Table　3－3．）。ADMAによる抑制作用は3x10－3　M　L－arginmeの添加によ
り解除されたが、同濃度のEトarginineは、何ら影響を与えなかった（Fig．3－2．，
Table　　3－3．　）。
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Fig．　3－1．　　hhibitory　effect　of　ADMA　on　the　relaxation　response　to　10’6M
A231870f　ciliary　muscle　st「iPs．
706ル7／423787　was　addθd　d（ノ〃ノ79　胡θ　coηπac∬oη　caαSθd　bγ　70・5ル10arわac170∫
ASymme加Ca∫〈ρ，～G－d’mer助e－L－aゆη’ηe↓AD物ノafθaC力COηCeη肱aガ0η∫ηd1Cafed
was　added　20　m∫ηρriorわ70石M　ca施ac力o’．　月estノ／ts　are　g’veηas　meaη±sθノηeaη
わr6de↑e〃η1ηaガoηs．　枝　　aηd杜★，　S但η∫ガcaηfd∫欣∋reηce　vs　coηf眉o／afρ＜0、07　aηd
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400mg
10min　　　　　　▲
　　　　　　　　　　　　10－5MCarbachoI
10－4MADMA
3。、。一・M』＝±＝＝＝＝
　　　　　　　　　　　　10－4MADMA
Fig．　3－2．　Representative　tracings　of　the　effects　of　ADMA　and　L－arginine（し
Arg）alone　or　in　combinatbn　on　the　A23187－induced　relaxation　during　the
contraction　induced　by　carbachol．　10毛M　A23187（arrow）was　added　during
the　contraction　caused　by　10’5M　carbachol（▲）．　104M　Asymmetrical　NG，NG－
dimethyle・・L－arginine（ADMA）inhibited　the　A23187（10唱M）－induced　relaxation．
The　inhibition　with　ADMA　was　prevented　by　the　pretreatment　with　3x10’3　M
L－arginme．
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3）Carbachol（CCh）収縮に対するADMAおよびL－arginineの影響
　CChは、10　9－10　5　Mの範囲で濃度依存的に毛様体筋の収縮を惹起した
（Fig．3－3．）。CCh添加20分前に10－5M　ADMAまたは3x10－3　M　L－arginine
を添加すると、CChの濃度一反応曲線をそれぞれ左上方および右下方に有意に移動さ
せた（P＜0．05，P＜0．01，　Fig．3－3．）。
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Fig．3－3．　Effects　of　ADMA　and　L－arginine　on　the　contractileresponse　caused　by
carbacho川n　the　bovine　ciliary　muscle　strips
7σ5M　Asγmmefηca1～G，～G－d∫me捌一L－a19’η∫ηe　r　ADMA／or　3　x　70己M　L－a／9∫η’ηe
was　addedわZヵe　o任）aηc力ambθr　20　m∫ηbeわre　carわac力o’．　Rθsu’fs　arθ9ルeηas
肋emθaηレa’UeS　Orθ∫9力f　exρerimeηfSわr　CaめaC力0’r●λわUrわr　7σ5M　AD物
rO／aηd　lbt／rわr　3　x　7σ3M　L－ar9∫η∫ηθ　↓▲　ノ．　　貸，牡　　aηd　　★枝，　S19η〃7caηf
d’梅reηce　vs．　coπesρoηd∫ηg　coηπo∫arρ＜0．05，ρ＜0．07　aηdρ＜0．005，　resρec『1vθ∫γ’
レi∋π∫ca∫bars　s力ow　s「aηdard　error　or　r力e　meaη．
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4）SNP誘発弛緩反応に対する各種薬物の影響
　酵素的分解を受けることによって自己分子内からNOを放出し、平滑筋の弛緩を
誘発すると考えられている［56］SNPは、毛様体筋標本において濃度依存性弛緩反応
を惹起した（3x10『7M－10－4M）。10－5M　SNP誘発弛緩反応に及ぼす各種薬物の
影響について検討し、その結果をTable　3－4．に示した。
Table　　3－4．　Effects　of　agents　on　the　SNP－induced　relaxation　in　the　bovine
ciliary　muscles
Treatment　　　　　　　Concentration　　　　　n　　　Relaxation（％）
718．7±2．9
SOD　　　　　　　　　　　50　U　ml11　　　　　5　　　　31．5±3．4★
Carboxy－PTIO　　　　　3x104　M　　　　　6　　　　3．0±1．0★★★
Methylen　blue　　　　　　lx10’5　M　　　　　　7　　　　　2．0±0．7★★★
飽∫axatioηwasρroduced　by　aηaρρ”cat∫oηof　7σ5M　S／VPわfわe　bov’ηe
o’〃a1γmusdθs〃’ρs　wわ∫ch　had　beeηcoηカac↑θd　w∫肋7σ5M　carbacわo’．
SOD　was　added　dur∫η9侑e　re’axa∬oηcausθd　by　7σ5M　S～P　Ca施o〆y－
PηOor　mθthylenわ’ue　was　added　20　m’nρr∫orわcarbacho’．　Re’axa肋η
was　exρressed　as　aρerceη白ge　re’創∫1／e　fo　706M　carbacho’一’ηduced
conπacガoη．　：★　and　　★ね：S∫gn〃icaηf　d’侮reηce　vs　coηfm’afρ＜0．05
andρくα005，　resρθcf，velタ，
　10－5M　SNP誘発弛緩反応は、10－5M　MBあるいは3x1σ4　M　carboxy－PrIOによ
り有意に（それぞれp＜0．005）抑制された。表中には示していないが、SNP誘発弛
緩反応は3x10　4　M　ADMAおよび3x10　3M　L－arginineの添加では何ら影響され
なかったが、50U／m1のSODの添加により有意に（p＜0．05）増強された。
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3－2－3考察
　Wie　derholt［37］らは、毛様体筋の緊張調節においてL－arginine－NO系が関与す
ることを指摘した。さらに、VaUanceら［9］やAzumaら［52］によってL－NMMAや
ADMAが内因性NOS阻害物質としてNO産生を制御している可能性が報告されて
いる。従って、毛様体筋においてもL－NMMAやADMAが局在し、これらがNOS
活性を調節している可能性が考えられた。そこで毛様体筋におけるこれらの阻害物質
含量を測定したところ、ADMA（370．2±27．6　pmoles／g　wet　weight）および
SDMA（182．4±22．9　pmoles／g　wet　weight）の局在を確認した。　L－NMMAは
定量限界以下であった。これら3種類のmethylarginineの細胞レベルでの局在性に
関する報告はないが、組織レベルでは、生体内に幅広く分布していることが報告［57］
されてる。　ウサギの血管内皮細胞中にL－NMMAおよびADMAが存在すること
（SDMAは検出限界以下）を第1章において示した。今回の検討の結果、ウシ毛様
体筋には、L－NMMAは検出できなかった。従って、3種類のmethylarginine誘導
体は、組織あるいは動物種によって局在性が異なる可能性が考えられた。
　CCh誘発収縮下のウシ毛様体筋において、　A23187は濃度依存性弛緩反応を惹起
した。この弛緩は、10－5M　tndomethacinによって影響されなかったので、
prostanoidsは関与しないと考えられた。一方、　ADMAはA23187誘発弛緩を濃度
依存的に抑制したが、3x10－4　M　SDMAは、これに対して影響しなかった。　ADMA
の抑制作用は、L－arginineにより回復したが、　D－argirUneには回復効果は認められ
なかった。これらのことから、ウシ毛様体筋におけるA23187誘発弛緩反応は、
L－arginie－NO系の活性化を介して惹起されることが強く示唆される。この推測は、
以下の実験事実によっても裏付けられる。　すなわち、A23187誘発弛緩反応は、
L－arginine（NOSの基質）またはSOD（NOの生体内半減期を短くさせていると考
えられている活性酸素を不均化する酵素）［58］により増強され、carboxy－PTIO（NO
scavenger）［59］またはMB（guanylate　cyclase阻害剤）［60］により抑制された。
以上の事実から、毛様体筋には、L－arginhle－NO系が局在し、内因性NOが毛様体
筋の弛緩発現に関わっている可能性が強く示唆される。
　ウシ毛様体筋においてSNPは濃度依存性弛緩反応を惹起した。　SNP誘発弛緩反応
はcarboxy－PrIOまたはMBによって抑制されたが、　L－arginineやADMAによっ
て影響されなかった。SNPはその分子内にNOを有し、酵素的分解を受けてNOを
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放出すると考えられている［56］。従って、今回の実験結果から、ウシ毛様体筋には
NOに反応して平滑筋を弛緩させる系、すなわちNO－guanylate　cyclas　e－cGMP系
の局在することが示唆された。
　内因性ADMAは、毛様体筋においてNOS活性の調節に関与しているのか否か。
この疑問に答えるためには、細胞内のNOSおよびADMAの局在性とその濃度を知
ることが重要である。しかしながら、ADMAの正確な細胞内濃度を測定することは
困難である。そこで著者は、毛様体筋の湿重量と乾燥重量の差を毛様体筋の水分含量
　（0．792±0．006m1／g　wet　weight，　n＝14）と考え、　HPLCにより定量したADMA
の含量から、毛様体筋中のADMAの濃度を求めた。その結果、　ADMAおよびSDMA
の濃度はそれぞれ（4．7±0．3）x10　7Mおよび（2．3±0．3）x10－7　Mと計算された。
Clarkeらは31P－NMRを用いた実験からラット心臓における細胞内水分量を
0．533ml／g　wet　weightと報告［61］している。この数字をウシの毛様体筋に当ては
めて計算するとADMAおよびSDMA濃度はそれぞれ（6．9±0．5）x10－7　Mおよび
（3．4±0．4）x10－7　Mとなった。　ADMAはJ774マクロファージのサイトゾールを用
いた実験から5x10－6　M－3x10－4　Mの濃度でNOS活性を濃度依存的に抑制する
［9］。著者らの結果でも、ADMAは毛様体筋の弛緩を3x10　6M－3x10－4Mの濃度
で抑制した。しかし、上述したように、毛様体におけるADMAの濃度はたかだか
6．9x10－7　Mと計算され、　NOS活性を抑制するのには、不十分な濃度であろうと推
測した。
　ADMAは、　SDMA，　L－NMMAと同じトランスポーターを経由して細胞内に取り込
まれていることが報告されてる［62］。細胞外に存在するme　thylarginine誘導体は、
1つの共通したトランスポーターを利用しているため、細胞内に取り込まれる時に競
合的に阻害し合っている可能性が考えられる。すなわち、今回の実験で存在が明らか
にされたものの、その役割は不明であったSDMAが、トランスポーターによるADMA
やL－NMMAの細胞内取り込みを制御している可能性が考えられた。このトランスポ
ーターはエンドトキシンやサイトカイン（IL－1βやTNF一α）によって活性化される
ことも知られている［62］。従って、正常毛様体筋中には、NOS活性を抑制するのに
不十分な量のADMAしか存在しないが、病態時（たとえば調節緊張時）などには、
トランスポーターでの取り込みバランスが崩れて細胞内ADMA濃度が上昇する結果、
NOS活性が抑制され、毛様体筋の弛緩能の低下（緊張冗進）が引き起こされる可能
性が考えられる。詳細については今後の検討が必要である。
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第4章　NOによる毛様体筋の緊張調節機序
第1節　序論
　　第3章で述べたように、NOSの活性化を介して生合成されたNOが毛様体筋の
筋緊張調節に関与すること、また、NOのセカンドメッセンジャーとしてcGMPが
関与する可能性にっいても示唆した。本章では、毛様体筋弛緩におけるL一
εロginine－NO－guanylate　cyclase－cGMP系の関与をさらに裏付けるための検討を行
った。
第2節　NOによるcGMP含量の増加とそれに伴う毛様体筋の弛緩
4－2－1実験材料および方法
1）使用薬物と薬液の調製
　Methylene　blue（MB），　sodium　nitroprusside（SNP），　carbamylcholille　chloride
（carbachol，　CCh），8－bromo－cycUc　3’：5’guanosine　monophosphoric　acid（8－
bromo－cGMP），3－is　obutyl－1－methylxanthine（IBMX），（Sigma）、　trichloroacetic
acid（TCA，和光純薬）。IBMXを除くすべての薬物は、蒸留水に用時溶解して使用
した。IBMXは、　50％－dimethyls　ulphoxide（以下DMSO）に10mMになるよう
に溶解し、－20℃に凍結保存し、実験にはDMSOの最終濃度が0．05％以下になるよ
うに調製した。
2）毛様体筋標本
　　3－2－1に述べた方法に準じて作製した。
3）摘出毛様体筋標本の弛緩能の測定
　　3－2－1に述べた方法に準じて行った。
4）cGMP量の測定
　Honma［63］およびRapoportら［64］の方法を一部改変して行った。すなわち、
10『5M　CCh誘発毛様体筋収縮が安定した後、10－5M　SNPを添加し、弛緩反応を惹起
した。SNP添加20分後に、速やかに毛様体筋をマグヌス装置より取出し、100μ1の
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10％TCA溶液に浸した。これを液体窒素中で凍結し、測定時まで一80℃で保存した。
また、IBMXおよびMBの影響を観察する場合は、これら薬物をCCh添加20分前
に処置した。凍結標本は、1．5mlの10％TCA中でハサミを用いて細断し、ミクロホ
モジナイザー（Nissei　Biomixer，　BM－1，Nihonseiki　Kaisha，　Tokyo）を用い、最大
回転数で15秒間、3回ホモジナイズした。ホモジネートを4℃、10，000xgで
20分間遠心し、その上清に4倍量の水飽和工一テルを加えTCAを除去した。こうし
て得られた水層を凍結乾燥（CVE－100D，　Eyela，　Tokyo，　Japan）し、　cGMP　assay　kit
（Yamasa　Shoyu　Co，　Tokyo，　Japan）を用いて定量した。タンパク濃度は、ミクロ
BCAアッセイキット（Pierce，　Rockford，　IL）を用いて測定した。
5）統計解析
　すべてのデータは、1－2－1－10）と同様に処置し、解析した。
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4－2－2結果
1）CCh誘発収縮下の毛様体筋におけるSNPの弛緩反応
　10－5M　CCh添加によって毛様体筋は収縮し、その収縮は持続的であった。　CChに
よる収縮が安定した後に、10－5M　SNPを添加すると、弛緩反応が認められた
　（F㎏．　4－1a．）。
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Fig．4－1．　　Representative　tracings　of　the　relaxation　in　response　to　sodium
nitroprusside　（SNP）and　effects　of　3－isobutyl－1－methylxanthine　（IBMX　）and
methylene　blue（MB）．　但ノ77）e　c∫〃arymμsc∫θs加ρwas　coη「τacねd　bγaηadd∫加ηor
7σ5M　ca施ac力o’ρCω．朋erめe　coηカac∬oη力ad　s拍b〃1zed，70石M　S～P　was
addedわca↓ノ5θarθノa焔ガ0η、∠主A17701ノηf　o∫00η】ケacガ0η．　B：Amo↓〃7f　o∫re∫axaf∫0η．　↓b／
7σ5M∫BMX　as　aηoηse∫ecfive∫功伽わr　ofρ力osρ力od’esfθrases　was　added　20　m∫η
beわre　add∫加ηor　7σ5　M　CChわcause　coηπac∬oη．　レレheη70’5ル7　S～P　was　added，
f帖exρecfedノ創e∫or　re’axa肋ηwas　e加aηced　r　see花b’e　4－7ノ．7σ5M　CCわ
ρκ）dUCed　肋e　Same　magη汕de　Or　COη肱aC〃0η　’η　〃1e　ρ佗SeηCθ　’BA〃X
↓270．7±34．2mg，η＝6／as　1η’おabseηce　r　222．7±36．9mg，η＝6ノ．　｛ピリ3κ70’5ル7　A〃B
as　aη1η力め」わr　or　g｛ノaηy1タ∫cγclase　was　added　20　m∫ηbeわ佗fカe　add’floηor　70’5凡〃
CC力わoause　oo酷ac施η．1肋θη70石ハ〃S〈1P　l〃as　addθd，めe　exρθckヲd　rθ’axaガoη
was∫η力∫blfed↓see　7遠b’e　4－7．　戊．　70石ル7　CCカρrodμced肋e　samθmagη’如de　of
coηカac∬on∫η治eρ佗sθηce　or　MBで279．2±28．3mg，η＝3／as∫η∫おabseηcθ
r2227±369mg，η＝6リ、
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Table　4－1．には、10『5M　CCh誘発収縮下に10－4および10－5M　SNPを添加した際
の毛様体筋の弛緩率［（B／A）x100　（％）］を示した。10－4および1σ5M　SNPの弛
緩率はそれぞれ48．4±6．3％，24．7±2．5％であり濃度依存的であった。また、毛様体
筋の自発的な弛緩率（5．9±0．7％，n＝5）と比べて有意であった。
Table　　4－1．　　E行ect　of　3－isobutyl－1－methylxanthine（IBMX）and　methylene　blue
（MB）on　the　sodium　nitroprusside（SNP）－induced　relaxation　in　bovine　ciliary　muscle
strips．
Treatment　　　Concentration（M）　　　n　　　Relaxation（％）
SNP　　　　　　　　　lx10“5　　　　　　6　　　　　24．7±2．5a
　　　　　　　　　　　　　　lX1σ4　　　　　　　　6　　　　　　48．6±6．3a
lBMX　　　　　　　　　l　x　1σ5
　＋　　　　　　　　　　　　　　　＋　　　　　　　　　　　6　　　　　　46．0±6．Ob
SNP　　　　　　　　　lx10’5
MB　　　　　　　　　3　x　10’5
　＋　　　　　　　　　　　　　　＋　　　　　　　　　　6　　　　　　　3．6±0．8c
SNP　　　　　　　　　lx10’5
月b’axaガoηwasρrodtJced　by　add’ηg　S　IVP　dμがη9〃1θcoηカacガoηw／1∫cわ
力ad　beeηCaμSed　by　7σ5M　Ca施aC力0∫and　exρreSSed　aS　aρe佗eηfage　Of
〃7e　CarbaCわ0∫－1ηdLICed　f（）η’C　COηπaCf∫0η．　　’BルのくOr　MB　1〃aS　added
20m’ηρηorわca功ac力oA　a：S’卯∫ガca耐d〃治reηcθafρ＜0．005　vs．
sρorπaηθα1s　dθcrease　∫η　”1e　ca功ac／10∫一∫ηdμced　わη∫c　coη肱acfわη
w’fカouf　add’ガoηor　aηy　re∫axaηf　f　5．9ま0．7％，η＝5ノ．　baηdc：S∫gη’ガca耐
d’踊ereηce　a「ρ＜0．07　aηdρ＜0．005，τeSρecf∫ve4y　vs．7x70“5M　S∫VP　a’oηθ．
　　非特異的phosphodiesterase阻害剤、10－5M　IBMXの前処置によって、10　5M　SNP
誘発の弛緩反応は明らかに増強された（Fig．4－1　b．，　Table　4－1．）。また、この
濃度のIBMXは、CCh収縮に対して影響しなかった（IBMX存在下　210．7±34．2mg，
n＝6、IBMX非存在下　222．7±36．9mg，　n＝6）。一方、　guanylate　cyclase阻害剤、
3xlo－5M　MBの前処置によってsNP誘発弛緩は明らかに抑制された（Fig．4－1　c．，
Table　4－1．）。また、この濃度のMBは、　CCh収縮に対して影響しなかった（MB
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存在下　219．2±28．3mg，　n＝6、　MB非存在下　222．7±36．9mg，　n＝6）。
2）8－Bromo－cycHc　GMPによる弛緩反応
　10一5M　CCh誘発収縮下の毛様体標本に8－bromo－cychc　GMPを添加すると、持続
的な弛緩反応が惹起された。この弛緩は、8－bromo－cycHc　GMPの濃度に依存してい
た（Fig．4－2．，　Table　4－2．）。
　　　300
寅
旦
5　20①
’胡5
二
む島　　100ヱ
雲
0
　　　　0
104M　8・Bromo－cGMP
1°5M　Ca「bach°1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10min
Fig、4－2．　　Representative　tracing　of　the　relaxation　in　response　to　8－bromo－cyclic
GMP．　The　c‖iary　muscle　was　contracted　by　10’5M　carbachol（CCh）．　When　10’4M
8－bromo－cyclic　GMP　was　added，　moderate　and　sustained　relaxation　occurred．
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Table　　4－2．　Relaxation　response　of　bovine　ciliary　muscle　strips　to　the
exogenously　applied　8－bromo－cyclic－GMP　and　effects　of　3－isobutyl－1－
methylxanthine（IBMX）and　methylene　blue．
Treatment　　　　　　　Concentration（M）　　　n　　　Relaxation（％）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1x10－6　　　　　　　　　5　　　　　　　9．4±0．7★★
8－Bromo－cGMP　　　　　　lx10“5　　　　　　　5　　　　　17．0±1．2★★★
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1x10】4　536．0±3．5★★★
lBMX　　　　　　　　　　　　l　x　10’5
　＋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋　　　　　　　　　　　　5　　　　　　　38．0±2．0★★★
8－Bromo－cGMP　　　　　　lx1σ4
Methylene　blue　　　　　　3x10’5
　＋　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋　　　　　　　　　　　　5　　　　　　34．3±0．4★★★
8－Bromo－cGMP　　　　　　lx104
　　月e’a焔施ηwasρroduced　by　add∫ηg　8－bπ）mo－cGMP　d山ηg〃1e
coη嬬伽wカ∫c肋ad　beeηcaμsed　bγ70石M　ca施ac力o∫aηd　exρressθd
as　aρθrcθη彪lge　of　fわθcarbac力o∫一’ηducθd　k）n∫c　coηカacガoη．　W77eη8－
bmmo－cGMP　was　addθd，’fρπ）duced　a　sus故’ηed　aηdρrogress’ve
re’axaf∫oηand　read7ed　a　sk夕ady　s故k∋∫θve’w’〃7∫η40わ60　m’η．　’Bルの（
Or　me〃1アθηe　b’Ue　waS　added　20　m’ηρ〃OrわCaめaC力0∫．　★★aηd★紬：
S∫gη〃7caηf　d∫茄ereηce　　a　f　ρ＜α07　aηd　ρ＜0．005，　resρecflvely　　vs．
sρoηtaηeous　deαease　’η　〃7θ　caめac力o’一’ηdtlced　foη∫c　coη拍cガoη
w∫〃10μfadd’ガoη　of　aηy　re∫axaηf　r　5．9±α／　η＝5ノ．　　777e　re’axaガoη
ρroduced　by　704M　8－bromo－cGMP　rema’ned　uηc力aηged　’η　肋e
ρresence　　of　　70’5M　　’Bル秒（　as　　a　　noηsθ’ecガve　　’η力’b’fOr　　of
ρわosρhod’eslerasθs　or　3　x　70石Mmeφy’eηθb∫ue　as　aη1ηac加albr　or
guaηy’afe砂℃’ase．
さらに、3x10－5　M　MBまたは10－5　M　IBMX　20分前処置によって10『4M　8－bromo－
cGMP誘発弛緩は影響されなかった（Table　4－2．）。
3）弛緩状態における毛様体筋中のcGMP量の変化
Table　4－3．に、7っの異なった条件下における、毛様体筋中のcGMP含量
（pmoles／㎎protein）を示した。
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Table　4－3．　Changes　h　cGMP　levels　in　the　bovine　ciliary　muscle　strips
Group　　　　　　Treatment　　Concentration（M）　　　　　cGMP
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（pmoles／mg　Protein）
1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12．5±0．5
2　　　　　　　　　　　Carbachol　　　　　　lx10’5　　　　　　　　　　　10．6±0．7
3　　　　　　　　1BMX　　　　　　　　l　x10－5　　　　　　　　13．4±0．6a
　　　　　　　　　　　　lBMX　　　　　　　lx10’5
　　　　　　　　　　　　Carbachol　　　　lx10’5
　　　　　　　　　　　　Carbachol　　　　　　lx10’5
　　　　　　　　　　　　SNP　　　　　　　　lx10“5
　　　　　　　　　　　　lBMX　　　　　　　　l　x　10－5
　　　　　　　　　　　　　十　　　　　　　　　　　　　　十
6　　　　　　　　Carbachol　　　　lx10－5　　　　　　　　21．6±2．Od
　　　　　　　　　　　　　十　　　　　　　　　　　　　　十
　　　　　　　　　　　　SNP　　　　　　　　lx10’5
　　　　　　　　　　　　Methylene　blue　　3　x　10’5
　　　　　　　　　　　　　十　　　　　　　　　　　　　　十
7　　　　　　　　Carbachol　　　　lx10’5　　　　　　　　　12．1圭1．1＃・d
　　　　　　　　　　　　　十　　　　　　　　　　　　　　十
　　　　　　　　　　　　SNP　　　　　　　　lx10－5
7he　C力aηgθS’ηmeC力aη’Ca，佗Sρ0ηSeSわθaCわageηf　f　Or　Ve力∫C∫e／a∫0ηe
or’ηcomb’ηa施ηwas　observedわr　20　m∫ηeac力．　α〃aり／sηρs　wθrθ〃1eη
qt1’ddタカて）zeη’η70％7℃A　w’fわ〃qt1∫dη’伽ogeηf《）sfoρfカe　reacfloη．　777e
ガsstle’eve∫s　ofcGMP　were　qμaη赫θd　by〃1θrad∫o’mmuηoassay　fR〃り．一：
W励oufaηy　ageηf↓Basa∫∫e⑱eり．7he力e　was　m　s’9η’ガcaηf　d1伽eηce
amoη9　grouρρ3　aηd　4．　a’baηd　c：S’9η’ガca耐d∫所∋ngnce　afρ＜α05，
ρ＜0．07aηdρ＜0、005，　resρecfivθ」タvs．　grouρ2．　　d：Slgn∫ガcaηf　d’がe佗ηce
afρ＜0．05　vs．　gmμρ5．　＃7here　waSηo　s’9η’ガCa耐d∫所9reηce　vS．　grα1ρ7
aηd2．　Resu∫給arθ9’vθηas　mθa厄s・e・meaηof　6　deferm1ηaf’oηs．
　10－5MCChのみ処置したgroup　2のcGMP量は、基礎値（group　1）と差はなか
った。しかし、1σ5M　IBMX単独あるいは10－5M　CChとの併用（それぞれgroup　3、
4）によって、cGMP量が増加していた（p＜0．05，　p＜0．01）。1σ5MのCCh収縮下
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にSNPを添加して弛緩を惹起した群（group　5）ではgrOup　1（基礎値）あるいは
group　2（CCh単独）と比べて有意にcGMP量は増加した・　10玉M　IBMX前処置
によりSNPによるcGMP量増加は有意に増強された（P＜0．05）。これに対して
3x10－5M　MBは、抑制的に作用した。なお、表中には示していないが、10－5M　CCh
存在下に10－5M　8－bromo－cGMPを添加したときの毛様体筋中のcGMP量は
52．3±3．7pmoles／mg　Proteinであり、これに対して10－5M　IBMXまたは3x10－5M
MBはほとんど影響せず、　cGMP量はそれぞれ　59．5±5．1および
59．9±2．2　pmoles／mg　proteinであった。
4－2－3考察
　最近、Schumanら［65］は、眼内の平滑筋がnitroglycerin（NTG）などに反応し、眼
内圧低下をおこすと報告している。また、Nathansonら［66］は、　NO合成酵素（NOS）
のマーカーであるNADPH－diphosphoraseがヒト眼房水排出路や毛様体筋に局在
しており、とくに毛様体筋の長軸方向の筋線維上に多く、そのサブタイプは内皮型の
NOSであろうと報告している。さらに、毛様体筋に局在するNOSは、房水排出抵
抗の調節ならびに毛様体筋の緊張調節に関与している可能性を示した。また、病態患
者の眼（primary　open－angle　glauco㎜：POAG）において、　NO産生あるいはNO
陽性細胞の減少がPOAGを引き起こしている可能性についても示唆している［67］。
このようにNOが毛様体筋を介して眼の生理機能を調節している可能性が示唆され
ているが、その詳しい機序については不明である。第3章においてL－arginine－NO
系が毛様体筋の緊張調節において重要な生理的役割を担っている可能性を強く示唆
した。そこで、毛様体筋の緊張調節におけるNO－guanylate　cyclase－cGMP系の関
与について明らかにすることを目的に本研究を行った。
　第3章では、ウシ毛様体筋のSNP誘発弛緩反応は、　NOにより惹起されているこ
とが示唆された。このことは、Wiederholtら［45］の報告と一致する。彼らは、　NO
が可溶性guanylate　cyclaseを活性化する結果cGMP産生が充進し、毛様体筋が弛
緩する可能性を示唆していが、コリン作動性薬物による収縮下での毛様体筋の弛緩反
応にcGMPが関与しているという明白な事実は示されていない。そこで、　SNP誘発
弛緩反応に対するguanylate　cyclase阻害剤、　MBの影響を検討したところ、
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3x10－5M　MBによってSNP誘発弛緩反応が有意に抑制された。このことから、毛様
体筋のSNP誘発弛緩反応には、　cGMPが関与している可能性が示唆された。
　cGMPは、血管平滑筋における内皮依存性弛緩反応に関与［68］している他、　cGMP
の安定化体である8－bromo－cGMPがウサギの眼内圧を低下すると言う報告［69］や
ウシ毛様体筋を弛緩すると言う報告［45］などがある。近年、Gohら［43］は、ネコ毛様
体筋の弛緩機序には、cAMP及びcGMPが関与していることを示唆している。そこ
で、8－bromo－cGMPを用いてウシ毛様体筋に対する弛緩作用を検討した。1x10－4　M
の8－bromo－cGMPは、10－5M　CCh誘発収縮下の毛様体筋を持続的に弛緩させた。
さらに今回、同じ系に非特異的phosphodiesterase阻害剤であるIBMXを添加した
ところ、SNP誘発弛緩反応の増強が認められたことに加え、　SNPによるcGMPの産
生をさらに増強していた。SNP誘発弛緩反応はMBにより抑制され、同時にcGMP
の産生増加も抑制されていた。これらのことから、CCh誘発収縮下での毛様体筋の
SNP誘発弛緩反応は、　SNPから放出されるNOにより惹起され、　NOは可溶性
guanylate　cyclaseを活’陛化してcGMPの産生量を増加することを介して毛様体筋
を弛緩させている可能性が示唆された。
　Tammら［70］は、　NOS陽性細胞がヒト毛様体筋に局在していることから、　NOが
毛様体筋の緊張調節に関与していることを示唆している。著者の検討結果も、NOが
毛様体筋の緊張調節に関与していることを強く示唆している。NOが毛様体筋の緊張
調節に深く関与しているとすると、毛様体筋におけるNO制御系の機能異常は、目の
調節機構に重大な影響をもたらすことが予想できる。第3章の結果と本章の結果より、
L－arginine－NO－guanylate　cyclase－cGMP系が毛様体筋調節に関与していることが
示唆された。このことは、毛様体筋の緊張冗進の結果生じると考えられている調節緊
張のような疾患の原因に、L－argirline－NO－guanylate　cyclase－cGMP系の異常が
関与している可能性が考えられ、調節緊張の治療薬の新たなターゲットとして考える
ことが出来る。今まで循環器系の分野で注目されてきたNOは、眼科領域における生
理機能調節因子としても重要な役割を演じる可能性が示唆された。
51
第5章　血圧調節因子としての内因性NOS阻害物質の役割
第1節　序論
　　いくつもの動物実験モデルにおいて、L－arginine－NO系が末梢血管の緊張調節
に関与していることが示されてきた。ヒトにおいても、L－NMMAの持続注入によっ
て、前腕の血流量を減少させること［71］、　また、ADMAが食塩感受性高血圧発症に
重要な役割を果たしていることが報告［72］されている。一方、VaUanceら［9］は、慢
性腎不全患者の尿中にADMAが大量に排泄されていることを報告し、慢性腎不全の
病因とNOとの因果関係を示唆している。このように、　NOと高血圧、　NOと腎障害
との関連性を示唆する報告はいくつもあるが、NOと高血圧症および腎障害の因果関
係を明らかにした報告はない。そこで著者は、実験的腎不全モデルにおける血圧上昇
に内因性NOS阻害物質としてのADMAが関与するか否かについて検討した。
　実験的腎不全モデルには、臨床的な腎不全とその病態が酷似しているとされている
限局性糸球体硬化（focal　and　segmental　glomerulosclerosis：FSGS）モデルを用
いた。このモデルについては、組織学的ならびに臨床生化学的にヒトの腎不全をよく
反映しているとの報告が多数ある［73，74］。
第2節　腎不全モデルラットにおけるADMAと高血圧との関係
5－2－1実験材料および方法
1）実験動物
　6週令のSprague－Dawley系雄性ラットを、4週間の予備飼育後、実験に使用し
た。実験期間中、室温21圭3℃、湿度50±20％、水道水と普通飼料（CE－2，　CLEA）
は自由摂取のもとに飼育した。
2）使用薬物と薬液の調製
　AcetylchoHne　chloride（ACh，　Ovisot　for　tnjection，第一製薬），（一）－
noradrenaHne　bitartrat　e（NA），　L－arginine，　NG－monome　t　hyl－L－arginine（L－
NMMA），　as㎜e　tHcal　NG，NG－d㎞ethyl－L－arginine（ADMA），　symme　tHcal
NG，N’G－dimethyl一レarginine（SDMA），　protamine　sulfate（Grade　H　from
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salmon），　L－nit　ro一レarginine（LNA），（Sigma）。　Puromycine　aminonucleoside
（PAN），ほう酸（アミノ酸自動分析用），β一rnercaptoethanol，　Br∬－35，
orthophthaユaldehyde　Hthium　hydroxide（アミノ酸自動分析用），　lithium　citrate
（アミノ酸自動分析用），paraphenylenediamine　dihydrochloride，　TCA，（和光純
薬）。PANおよびprotamine　sulfateは、生理食塩水に溶解した。それ以外の薬物は、
蒸留水に用時溶解して使用した。
3）FSGSモデルラットの作成
　ラットは1群29匹とし、A，　BおよびCの3群に分けた。　A群は無処置群、　B
群は片腎摘出のみ施行した群およびC群はFSGSモデル群とした。　FSGSモデルは、
エーテル麻酔下に右側腎臓を摘出し、直後に、PAN（5㎎100／gbody　we㎏ht、
1回のみ）およびprotamine　sulfate（4．5㎎／0．1m1／100g　body　weight）を尾静
注した［75］。Protamine　sulfateのみ1日1回、7日間尾静注した。
4）血圧の測定
　血圧はta且cuff法を用いて（Progr㎜mable　Sphygmomanometer　PS－100，
Riken　Kaihatu）、腎摘手術の2週間前より、実験終了まで週に2回非観血的に測
定した。同時に体重の測定も行った。
5）尿量、尿タンパク、血中および尿中creatinineの測定
　腎摘1、2および4週後に24時間蓄尿および採血を行った。尿量、尿タンパク量
および尿中creatinineの定量を行った（各群ともn－5）。尿中タンパク量は、市販
の尿タンパク測定キット、マイクロTPテストワコー（和光純薬）を用いて測定した。
また、尿中および血中cre　atinine量はFoUn－Wu法［76］を用いて測定した。尿中お
よび血中creatinine量よりcreatinineクリアランスを算出した。
6）腎組織の光学顕微鏡による観察
　片腎摘1、2および4週後に他側の腎臓を摘出した。対照群の左腎およびB，C群
の左腎（上部半分、残りの半分は凍結保存し、ADMAの測定に用いた）を10％中性
formalin溶液で固定し、　ethanolで脱水後paraffin包埋した。薄切切片を作成し、
hematoxylin－eosin染色またはperiodic－acid－Schiff（PAS）染色を施した。
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7）ADMAおよびSDMA含量の測定
　ADMAおよびSDMAの測定は、1－2－1－8）に記述した方法に準拠して行った。
すなわち、内皮細胞中のADMAおよびSDMA含量を測定するためには、次のように
して標本を得た。片腎摘術施行1および4週後のラット（各群n－　7）をエーテル
麻酔下で屠殺し、速やかに胸部大動脈を摘出し氷冷Krebs液に浸し、内皮細胞を傷
つけないように注意しながら、血液を洗い流した。その後、血管から、脂肪および結
合組織を除去し、各群7匹分の血管内皮細胞サンプルを1－2－1－8）に示した方法で調
製し、HPLCによる分析を行った。血中のmethylarginine誘導体は、片腎摘術施行
1，2および4週後のラットから得た血漿に最終濃度が5％となるようにTCAを加え、
1，300xg，10分間遠心して得られた上清についてHPLCにより分析した。また、腎
臓中のmethylarginine誘導体は、片腎摘術施行1，2および4週後のラットから残り
の腎臓を摘出し、湿重量を測定後、5mM　HEPES緩衝液pH7．4中で細断し、30％
濃度となるように同緩衝液を加え、Polytron（Kinematica，　Luzern，　Switzerland）
を用いて最大回転数でホモジナイズした後、4℃，10，000xg，20分間遠心し、上清
を得た。上清に最終濃度が5％となるようにTCAを加え、その後1，300　x　g，10分間
遠心して得た上清をHPLCにより分析した。尿中のmethylarginine誘導体は、片
腎摘術施行1，2および4週後のラットから得た24時間蓄尿を用い、尿に最終濃度が
5％となるようにTCAを加え、1，300　x　g，10分間遠心して得られた上清について
HPLCにより分析した。
8）cGMPの定量
　cGMPの定量は4－2－1－4）に記述した方法に準拠して行った。標本として、7）で得
た胸部大動脈から各群それぞれ、約8㎎を切り取った。標本を、5分間、37℃に保
温したKrebs液中に浸した後、10－5M　NAを添加した。その15分後に、10『5M　ACh
を添加し、15分間インキュベートした。反応終了後、速やかに標本を100μ1の
10％TCA溶液に浸し、液体窒素中で凍結し、測定時まで一80℃で保存した。すべて
の実験は、10－4M　IBMX存在下で行った。結果はnet　productionで示した。　Net
productionは、ACh刺激時のcGMP産生量とNOS阻害剤、
10－4M　NG－nitro－L－arginine［78］共存下での産生量との差から求めた。
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9）DNAおよびタンパクの定量
　DNAおよびタンパクはそれぞれ、　Kissane＆Robinsらの方法［22］およびLowry
法［23］に準じて定量した。
10）内皮細胞数とDNA含量との関係式の決定
　Hamasakiら［77］は、細胞中のADMAおよびSDMA濃度を算出するために、
24羽のウサギ総頸動脈から内皮細胞浮遊液を調製し、内皮細胞数（y）とDNA含量
（x；μg）の相関を検討し、以下の関係式を得たことを報告している。
　　　　　　y＝（14．3x十6）×104　　（rニ0．9840）
Baydounら［104］は、内皮細胞1個あたりの平均細胞内水分容量が、2plと報告して
いるので、この報告値を引用して細胞中のADMAおよびSDMA濃度を算出した。
11）統計解析
　すべてのデータは、1－2－1－10）と同様に処理し、解析した。
5－2－2結果
1）体重変化
　Week　O時点での平均体重はA群：318．3±3．4　g，　B群：329．7±6．8　g，
C群：331．1±6．6g　（それぞれn＝15）であり、各群間で有意差は認められなかっ
た。片腎摘術施行後、1、2および3週目の体重は、A群とB群との間に有意差は認
められなかったものの、C群では、有意な（p＜0．05，　p＜0．005）減少が認められた。
しかし、4週目には、3群間で差はなかった。
2）尿量、尿タンパク量およびcreatinineクリアランスの変化
　Fig．5－1．に3群の尿量、尿タンパク量およびcreatinineクリアランスの変動を
示した。尿量および尿タンパク量は、A群とB群の間で有意差は認められなかった。
B群のcreatinineクリアランス値は、1週および4週目で減少傾向を示し、2週目に
はA群と比べて有意（p＜0．05）に減少していた。C群の尿量および尿タンパク量は、
すべての測定時点でA群と比べて（一一部はB群と比べても）有意（p＜0．05または
p＜0．005）に高値を示した。C群のcreattnineクリアランス値は1週および2週目
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では、A群と比べ有意（P＜0．005）に低値を示したが、4週目には回復し、逆にA群
と比べて有意（P＜0．005）に高値を示した。
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Fig．　5－1．　Changes　in　urine　volume（　1），　urinary　protein（ll）and　creatinine
clearance（1‖）of　groups　A，　B　and　C．
Eac力ρ01ηf　reρreseηお酌e　meaηMa’e　or5れa治．　aaηd　b　：S∫9η’ガcaη「d’侮reηce
レs．　co〃re5氷）oηd∫ng　valt／e　∫η　9π）〃ρ　A　af　ρ＜0．05　aηd　ρ＜0．005，　resρec∬ve1γ
c　aηd　　d：S’9η∫”caη「d”治reηce　vs．　co〃e似）oηd∫ηgレalt／e’ηgπ）uρBafρ＜0．05　aηd
ρ＜0．005，resρecWe〃．　レeπ∫ca∫bars　s力ows．　e．　meaη
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3）組織学的観察
　Fig．5－2．に4週目のFsGsモデル群（c群）および対照群（A群）の腎臓組織
像を示した。
a　　　　　　　　　　　　　b
　　　　　　　　　　　　　箔　　　　　　　　　　　ξ
薩　　　　　　　　○灘醗繊　麟　　　，　　…　　・　　　　’　・
　醗、　纈簿　鞭　　　、、i’　・　醒．雛灘
Fig．　5－2．　　Representative　histological　findings　in　the　kidney　of　groups　A　and　C．
↓aノ：εγideηf　abηorma〃ガes’ηc∫ud’ηg　segmeηta’mesaη91ηa∫ρ力o’1たra句η，
ob〃ホeraガoηorg’omerμ∫ar　caρ∫〃arγ，μmeηs，　aηd　ad力es∫oηs　ben〃eeηtカe　g’omeru∫tJs
aηdBowmaパs　caρsu’e　co1ノ’d　be　observed’n　grαノρσ　　Pi4S　s飽’η’η9↓oη9∫ηa∫
ma卯’ガcafわηX5の　　↓bノ：～orma∫aρρearance　jn　gmuρA
　FSGSモデルの腎臓標本では、　me　sangium細胞の増殖、糸球体血管腔の閉塞、糸
球体上皮細胞の膨潤と空胞形成などが観察され、対照群での所見とは明らかに異なっ
ており、典型的な局限性糸球体硬化症（FSGS）の組織像が観察された。また、片腎
摘術のみ施行したB群では、C群のような変化はみられず対照群（A群）との差は明
らかではなかった。
4）腎臓におけるタンパクおよびDNA量の変化
　4週目における、腎臓組織中のタンパク量およびDNA量をTable　5－1．に示した。
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Table　5－1．　　Protein　and　DNA　levels　in　the　kidney　at　week　4．
Group　　　　　Protein（mg！g　wet　weight）　　　DNA（mg！g　wet　weight）
A　　　　　　　　　　　　　　　　　75．5±0．7　　　　　　　　　　　　　　　　　2．26±033
B91．9±0．8★★★2．31±0．18C　　　　　　　　　　　　　　　　　98．7±2．2★★★　　　　　　　　　　　　　　　3．55±0．26★
月esμ’fs　are　gルeηas　meaη±s、　e．　meaηor　3　de「θ〃η∫ηaf∫ons
　オ　aηd牡★：　S∫9η〃アcaηf　d∫〃ヒ〕reηcθvs．　co　rresρoηd∫η9レa’ue’η9π）μρA
afρ＜0．05　aηdρ＜σ005，　resρedルeヶ．
C群の湿重量あたりのタンパクおよびDNAレベル、さらにB群のタンパクレベルは
A群と比べて有意に上昇していた。このことは、B群での腎肥大およびC群での腎肥
大ならびにmesangiurn細胞の増殖を示唆している。
5）血圧変化
　週に2回ずつ測定した各群の血圧の推移をFig．5－3．に示した。
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Fig・　5－3．　Changes　in　systolic　blood　pressure　of　groups　A　B　and　C．
Eac力ρo∫η「reρreseηfs胡e　mθaηva1｛」θoデ75口おa～～wθek　f，　70石afs　af～weθハ（2
aηd5rars　af～week　4費鱈：S’gη〃icaηfd〃た”eηce　vs．　coπesρoηd∫η9レa∫”es∫η9π）μρ
AaηdBafρ＜σ005
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AおよびB群の血圧は、実験開始時から終了時までそれぞれ124．9±2．9から
130．7±1．3mmHgの範囲で推移し、両群間に有意差は認められなかった。　C群では、
片腎摘術施行後から上昇し始め、実験終了時までA群およびB群と比べて有意
（p＜0．005）に高かった。C群の各測定点での平均血圧は次の通りであった。
130．6±0．5（week　O，　n＝15），136．8±0．8（week　1，　n＝15），147．0±1．5（week　2，
n＝10），154．8±3．3（week　3，　n＝5），153．2±4．5（week　4，　n＝5）。
6）内皮細胞、血漿、尿中および腎臓中ADMA量と内皮細胞中SDMA量
　H㎜as　akiらの報告［77］を参考にして、　A，　BおよびC群における内皮細胞中
ADMAおよびSDMA濃度を求め、その結果をTable　5－2に示した。
Table　5－2．　Changes　in　ADMA　and　SDMA　concentrations　in　the　aortic　endothelial
ce‖S．
　　　　　　　ADMA（x10－6　M）　　　　　　　SDMA（x10ヲM）
Group　　　　Weekl　　　　Week4　　　　Weekl　　　　Week4
A　　　　　　　　　　1．1±0．1　　　　　　t5圭0．1　　　　　　1．3±0．4　　　　　　1．7±0．5
B1．3±0．11．6±0．21．2±0．41．4士0．2
C　　　　　　　　　　2．0±0．1a　　　　8．2±0．7b・c　　　　1．5±0．3　　　　　　1．8±0．4
月bSu∫給are　g∫veηas　meaηまSe．meaη．　or　3　dθ6erm∫ηa施ηS　EaCわ
de6erm∫ηa施ηcoηs∫s給of　7τaIs　r　sθθk∋xり．　aaηd　b：S但η’ガcaηf
d’侮renceレrs　corresρoηd’ηg　　va∫ue’ηgrouρAafρ＜α07　aηdρ＜0．005，
resρecガve，Z　　c　j　S但η，ガcaηf　d’侮reηce　afρ＜0．005　vs　coπesρoηd’η9
ya∫ue　af　wθek　7．
　AおよびB群では、ADMA濃度は1週および4週で1．1x10　6　Mから1．6x10－6　M
の間でほぼ一定した濃度を保っていた。これに対して、C群でのADMA濃度はAお
よびB群に比較してそれぞれ有意に（p＜0．01，p＜0．005）に高く、とくに4週では
（8．2±0．7）x10　6Mと正常レベルの約8倍にまで達していた。一方、　SDMA濃度は、
各群とも1週および4週で変化はなく、常に一定レベルを保っていた
（Table　　5－2．）。
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血漿、尿および腎臓中ADMAおよびSDMA量の変化をFig．5－4．に示した。
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Fig．　5－4．　　　ADMA　levels　in　plasma（　1），　urine（ll）and　kidney（川　）of
groups　A，　B　and　C．
Eacわρo∫ηfreρreseηfs’カe　meaηMa∫θof5rafs　a　aηd　b：S∫9η師caηfd∫旋∋reηce　vs．
co〃esρoηd∫ηgレra∫ue∫ηgmtノρノ1　afρ＜σ005　aηdρ＜σ05，れesρecがve∫1区　c　aηd　d：
S∫9η〃7caη’d∫欣∋reηce　vs　coπesρoηd∫ηg　va，μe’ηgmμρBafρ＜0．005　aηdρ＜0．05，
resρecf九〆eσ．　レbπ∫ca∫barS　S力Ow　S．　e．　meaη．
C群における、血漿中および尿中ADMAレベルは、実験期間内を通じてすべてAお
よびB群より有意に高値を示した。A群とB群でのADMAレベルは、実験期間中大
きな変動は認められなかった。一方、腎臓中ADMAレベルは、3群間で、実験期間
中、差は認められなかった。
AおよびB群のADMAクリアランス値は、1、2および4週目で（1．94±0．59）x10－2
（n－4）から（2．72±0．70）x10－2　ml／min／㎏body　weightの範囲内にあり、大き
な変動は認められなかった。これに対して、C群ではそれぞれ、1週：
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（5．41±0．99）x10－2（n＝5）、2週：（16．29±2．89）x10－2（n＝5）および4週：
（7．38±2．69）x10－2　ml／rnin／㎏body　weight（n－4）と有意（P＜0．05，　P＜0．005）に
増加していた。
7）大動脈標本におけるcGMP産生能
　CycHc　GMPのbasal　levelおよびnet　productionを3群間で比較し、その結果
をFig．5－5．に示した。　C群におけるcGMPのbasal　leve1およびnet　production
は、1および4週のいずれにおいても有意に（P＜0．05，P＜0．01）減少していた。
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8）血圧とADMA量との相関性
Fig．5－6．に4週における、血圧（y）と内皮細胞中、血漿中、尿中および腎臓中
ADMA量（x）との相関について示した。
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血圧と内皮細胞中（yご4．43x＋122．2，　r－0．979，　p＜0．0001）、血漿中
（y＝0．10x＋71．9，　r＝0．921，　p＜0．001）および尿中（y＝0．48x＋126．9，　r＝0．699，
p＜0．005）ADMA量にはそれぞれ、有意な正の相関関係が認められた。これに対し
て、血圧と腎臓中ADMA量（y＝0．06x＋102．7，　r＝0．252，　NS）との相関は統計的
に有意ではなかった。
5－2－3考察
　FSGSモデルは、病態マーカーや腎臓の組織像がヒトでのそれらと類似しているた
め、実験的腎不全モデルとして幅広く用いられている［73，74］。今回著者が報告した、
病態マーカーや組織像についての結果も、他の研究者の報告と一致［79－83］していた。
このFSGSモデルを用いて、血圧変化および内因性NOS阻害物質を指標に、高血圧
および腎障害の因果関係について検討した。
　FSGSモデルラットにおけるADMA量は、大動脈内皮細胞、血漿および尿中で有
意に増加していたが、腎臓中での変化は認められなかった。これまで述べてきたよう
に、NOは、末梢血管抵抗を調節することによって、全身血圧の維持に重要な役割を
担っていると考えられている。さらに、内因性NOS阻害物質であるL－NMMAや
ADMAが、　NOS活性を調節し、　NO産生・遊離を制御していることが示唆されてい
る。事実、L－NMMAの投与によって、ブタ［84］、ウサギ［85］、イヌ［86］およびラッ
ト［87，88］などの動物では、血圧上昇が認められ、これは末梢血管抵抗の上昇による
と考えられている［89］。近年、Matsuokaら［72］は、Dahl　salt－sensitive　hypertensive
ratsを用いた実験から、尿中ADMA量の有意な増加と血圧上昇との間に正の相関性
を見出し、ADMAと血圧上昇との関連性について報告した。さらに、　Goonasekera
ら［90］は、小児高血圧患者の血中ADMA濃度は、健常小児と比べて有意に増加して
おり、このことが小児高血圧の原因の一つである可能性を示唆している。今回の実験
おいて、内皮細胞中、血漿中および尿中ADMA量と血圧の間に有意な相関関係が成
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立することを見出した（Fig．5－6．）。このことは、　FsGsモデルにおけるADMA量
の変化、とくに内皮細胞中ADMA量の増加が、このモデルでの血圧上昇に深くかか
わっている可能性を強く示唆する。
　内皮細胞中でのADMA濃度はFSGSモデル群、4週で8．2μMに達していた。ウ
サギの頸動脈標本を用いた実験で、cGMP産生を阻害するADMAのIC50値は
18．5μM（今回はデータを示していない）であり、8．2μMと言う濃度は、計算上cGMP
産生を40％抑制できる濃度である。従って、NOS活性を部分的に抑制することが可
能な濃度であると考えられる。事実、今回の著者の実験においても、FSGSモデル群
の大動脈標本におけるcGMP産生量は対照群の61．6％と有意に減少していた
（Fig．5－5．）。cGMP産生量は多くの研究者達の報告［91－93］から、　No産生量の指
標とされている。これらのことから、FSGSモデルにおける大動脈でのNOS活性は、
内皮細胞中のADMA濃度増加により抑制されていた可能性が強く、そのためNO産
生量が減少し、末梢血管抵抗が増加し、血圧が上昇したものと考えられる。
　内皮細胞におけるADMA濃度の増加機構については、まだよくわかっていない。
Bogleら［62］は、内皮細胞膜に存在するトランスポーターが、　me　t　hylarginine誘導
体の内皮細胞中への取込みに関与している可能性を示唆した。従って、今回のFSGS
モデルにおいて、内皮細胞膜のトランスポーターが活性化され、細胞内へのADMA
取込みが充進していた可能性が考えられる。事実、FSGSモデル群における4週目の
内皮細胞中ADMA濃度は血漿中と比べて約10倍高った（Fig．5－4．＆Table　5－2．）。
また、他の仮説も考えられる。ADMAの代謝を司っている酵素、
dimethylarginine　dimethylaminohydrolase（DDAH）は、内皮細胞中および血管壁
に局在していると言う報告［94］がある。もし、FSGSモデルにおいて、これらの酵素
活性が阻害されていたのであれば、細胞内ADMA濃度が上昇する可能性がある。こ
の可能性は、内皮細胞中SDMA濃度が変化していないこと（SDMAはDDAHの基
質とはならない［95］）ことからも一部裏付けられる。
　ADMAの代謝系は広く研究されている［9，95－100］が、病態時の挙動についてはあ
まり知られていない［52，101，102］。ADMAは、多くの臓器で産生され血中に移行し、
腎臓から排泄されることが知られている［95，98，103］。しかし、血中レベルおよび尿
排泄レベルは、腎での産生・排泄のバランスによって恒常性を維持していると考えら
れている［9，95］。今回作成したFSGSモデルにおいて、　ADMAクリアランスは上昇
していた。ADMAクリアランスの上昇が、尿中ADMA量の上昇を説明していると考
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えられる。ところが、このモデルにおいて、ADMAクリアランスが上昇しているに
もかかわらずcreatinineクリアランスは減少しており、この理由については不明で
ある。詳細については今後更なる検討を要する。
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総括
　NOというきわめて単純で、不安定な物質が、生体内の多くの臓器や組織で生合成
され、しかも情報伝達物質として重要な役割を果たしていることがわかったのは、わ
ずか10年前である。NOの発見から今日まで、膨大な量の報告がある。　NOの生理
作用は多彩であり、NOの関与する生理機能あるいは病態の範囲は、未だに拡大して
いる。特に、NO産生とNOSによる調節機構およびNOと病態とのかかわりについ
てはその生理作用が多彩なだけに複雑であり、不明な点も多い。本論文では、生理機
能調節因子としてのNOおよび内因性NOS阻害物質に着目し、肥厚性血管病変、遠
近調節および血圧調節にどのようにNOが関与しているのかを検討した。
　第1章では肥厚性血管病変の発症、進展における内因性NOS阻害物質の役割にっ
いて検討した。ウサギ血管内膜肥厚モデルの血管内腔面を覆う再生内皮細胞中では
NOSの基質であるL－arginine含量が減少し、同時に内因性NOS阻害物質である
L－NMMAおよびADMA含量が増加していた。このことが再生内皮細胞におけるNO
産生・遊離量の減少を引き起こし、内膜肥厚をもたらしている可能性が示された。
　第2章では肥厚性血管病変の発症、進展における班一1の役割について検討した。
ウサギ内膜肥厚モデルにおける血管壁ET－1含量は、肥厚血管において増加していた。
さらに、1251－lim1およびEr－1受容体の特異的アゴニストまたはアンタゴニストを
用いた受容体結合実験ならびに組織化学的観察の結果、肥厚血管の血管壁にはErB
受容体およびnon－ErA／non－ETB受容体サブタイプが増加していた。1∬A受容体サ
ブタイプは主として中膜に局在するのに対して、ETB受容体サブタイプは主として新
生内膜に分布していた。これらの実験事実から、内膜肥厚の発症、進展にはEF－1が
深く関わっており、その際ErB受容体およびnon－ErA／non－ErB受容体サブタイプ
が重要な役割を演じていることが示唆された。NOは、　Er－1産生を抑制的に調節し
ており、内膜肥厚モデルにおけるNO産生・遊離能の低下がロー1量およびET受容
体の増加をもたらす可能性が考えられた。
　第3章及び4章では毛様体筋におけるNOおよび内因性NOS阻害物質の役割にっ
いて検討した。遠近調節において重要な役割を担う毛様体筋には、L－arginine一
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NO－guanylate　cyclase－cGMP系が存在し、毛様体筋の緊張調節に関与している可能
性を示した。さらに毛様体筋には内因性NOS阻害物質であるADMAおよびNOS
の阻害活性を有さないSDMAが存在することを確認した。毛様体筋でのADMA濃度
は、NOS活性を抑制するのには十分な濃度ではなかった。しかし、病態時（たとえ
ば調節緊張時）には、トランスポーターによる取込みなどが元進する結果、細胞内
ADMA濃度が上昇し、そのためにNOS活性が抑制され、毛様体筋の弛緩能が低下（緊
張上昇）する可能性が考えられた。
　第5章では腎不全モデルラットにおけるADMAと血圧上昇との関係について検討
した。実験的腎不全モデルラットでは、血圧が上昇するとともに、内皮細胞中、血漿
中、および尿中ADMA量は有意に増加していた。また、　ADMA量と血圧との間に
は正の相関関係が認められた。さらに、　腎不全モデルラットの大動脈標本における
cGMP産生量は対照群とくらべ有意に減少していた。これらのことから、腎不全モデ
ルラットにおいては、内皮細胞中ADMA濃度が増加する結果、　NOS活性が抑制され
てNO産生量が減少し、末梢血管抵抗が増加するので血圧上昇を招くものと考えられ
た。以上のように、直接の病巣である腎臓よりも、内皮細胞でのADMAの変化が、
血圧変動に関与している可能性を示した。
　生理機能調節因子としてのNOを考える場合、　NOの関与のみでなくその産生系を
調節していると考えられるADMAやL－NMMA、さらにNOによりその産生が抑制
的に調節されているET－1の役割などについて総合的に考えることが重要である。
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